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1. Wstep

1.1. Etiopatogeneza oraz charakterystyka kliniczna szpiczaka mnogiego

Szpiczak mnogi (multiple myeloma, myeloma multiplex, MM) jest chorobg
rozrostowg ukfadu krwiotwérczego, wywotang nowotworowg transformacjg
limfocytow B lub wczesniejszych komorek pre-B [94]. Stanowi on 1%
wszystkich nowotworow, zas 10% hematologicznych schorzen rozrostowych
[95]. MM charakteryzuje sie monoklonalng proliferacjg patologicznych
plazmocytoéw (rycina 1), produkcjg biatka monoklonalnego M i wystepowaniem
wyraznie odgraniczonych ognisk osteolitycznych w kosciach [97, 98]. Ponadto
w MM wystepuje zmniejszona produkcja prawidtowych immunoglobulin,
uposledzona hemopoeza, hyperkalcemia oraz czesto zaburzona funkcja nerek.
Nowotworowe plazmocyty wytwarzajg monoklonalne biatko o charakterze
immunoglobuliny (najczesciej 19G, rzadziej IgA, I1gD badz inne), stwierdzane w
surowicy krwi lub wydalane z moczem (tarncuchy lekkie immunoglobulin - tak
zwane biatko Bence-Jonesa). Sredni czas przezycia pacjentéw poddanych
chemioterapii wynosi 3 - 4 lata. Ws$rod chorych stwierdza sie niewielkg
przewage mezczyzn (mezczyzni / kobiety okoto 1,6 / 1,0), zas czestos¢
zachorowan wzrasta z wiekiem (najwiecej miedzy 50 a 70 rokiem zycia) [95].

Etiopatogeneza szpiczaka mnogiego pozostaje wcigz nieznana, natomiast

anomalie chromosomowe stwierdza sie u okoto 65% chorych [3, 7].
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Jedna z hipotez przyjmuje, iz patogeneza choroby jest wieloetapowym
procesem, w ktérym dochodzi do zmian chromosomowych, zapoczatkowanych
przez translokacie w genie IgH [39]. Zgodnie z tg teoria, progresja
nowotworowego rozrostu plazmocytarnego zwigzana jest z niestabilnoscig
i nasileniem zmian genetycznych. Zasadniczg zmiang inicjujgca patologiczny
rozrost jest typowa dla limfoproliferacji translokacja t(4;14) regionu 14q32,
natomiast delecja chromosomu 13 zwigzana jest z dalszg ewolucjg choroby [3].
W szpiczaku mnogim zmiany strukturalne dotyczg najczesciej chromosomow:
14(14qg+), 1(ztamania p11 — p21), 6 (6g-) i 13 (del 13). Wiele danych wskazuje
na istotne znaczenie w rozwoju nowotworu onkogenow z rodziny ras, c-myc,
bcl-2 oraz biatek supresorowych p53 i Rb [3].

Ponizej zestawiono (tabela 1) wynik oznaczen zaburzeh cytogenetycznych,
wykonanych technikg FISH, u pacjentéw ze szpiczakiem mnogim, wraz

z catkowitym czasem przezycia i prognozg [7].

Tabela 1. Aberracje chromosomowe, catkowity czas przezycia i prognoza w MM

llos¢ Catkowity czas Prognoza
pacjentow przezycia*
t(4; 14) 13% 23% zta
t(11; 14) 16% 88% dobra
del 13 29% 46% umiarkowana
brak del 13 42% 68% dosc¢ dobra

*czas obserwaciji trwajgcej 80 miesiecy

Na podstawie licznych obserwacji wydaje sie, iz u chorych rokowniczo
najwazniejsze sg: aberracje chromosomalne (del 13 i inne) oraz stezenie
B2 mikroglobuliny w surowicy krwi [3, 7, 29].

Poczatek choroby zwykle jest mato charakterystyczny. Czesto wyraza sie
ostabieniem, zmniejszeniem sprawnosci fizycznej, uporczywymi bolami
kostnymi, sktonnoscig do infekcji i stopniowo postepujacq utratg masy ciata.

W badaniach laboratoryjnych zazwyczaj stwierdzany jest biatkomocz
i podwyzszone, dwu lub tréjcyfrowe OB o matej amplitudzie miedzy pierwszag
a drugg godzing. Rozrost plazmocytarny, naciekajacy szpik kostny powoduje

wyparcie prawidtowych uktadow krwiotwdrczych oraz wtérnie niedokrwistosce,
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a wraz z postepem choroby roéwniez leukopenie i matoptytkowosc.
Niedokrwistos¢ w MM ma ztozong patogeneze i moze by¢ uwarunkowana nie
tylko wyparciem prawidtowej tkanki krwiotworczej przez komérki szpiczakowe,
ale réwniez niewydolnoscig nerek oraz mielosupresyjnym wptywem niektorych
cytokin, zwtaszcza TNF-a i IL-6 [88]. Objawy kliniczne choroby wywotane sa:
1. bezposrednim efektem masy guza, 2. wpltywem cytokin uwalnianych przez
patologiczne plazmocyty lub posrednio przez podscielisko szpiku kostnego
wraz z komorkami tkanki kostnej, 3. obecnoscig oraz odkfadaniem sie
w narzgdach patologicznych biatek (np. biatko AL — amyloidoza),
4. zaburzeniami autoimmunologicznymi (koagulopatie).

Wysokie stezenie monoklonalnego biatka M w surowicy krwi wigze sie z
wystgpieniem tzw. zespotu nadlepkosci. Charakteryzuje sie on niewydolnoscig
nerek (tzw. "nerka szpiczakowa”), zaburzeniami widzenia spowodowanymi
zmianami naczyniowymi na dnie oczu (fundus paraproteinaemicus), rozsianymi
mikrozakrzepami w drobnych naczyniach mézgowych, a nawet w krancowych

przypadkach spigczka paraproteinemiczng (coma paraproteinaemica) [46].

Rycina 1. Rozmaz szpiku kostnego pacjenta chorego na szpiczaka mnogiego,
w obrazie czerwong strzatkg wskazany patologiczny plazmocyt (ze zbiorow

Katedry i Kliniki Hematologii Collegium Medicum UJ w Krakowie)
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1.2. Postacie kliniczne, kryteria diagnostyczne i prognostyczne w szpiczaku

mnogim

Choroba przebiega¢ moze pod kilkoma réznymi postaciami klinicznymi:

1.

Gammapatia monoklonalna o nieokreslonym znaczeniu (Monoclonal
Gammapathy of Undetermined Significance - MGUS) - stan, w ktérym
stwierdzana jest obecnosc¢ biatka monoklonalnego, lecz brak jest innych
objawéw klinicznych szpiczaka mnogiego, czy choréb mogacych byc¢
przyczyng gammapatii. W MGUS immunofenotyp plazmocytéw jest

posredni pomiedzy prawidtowym a nowotworowym [87].

. ,Tlacy sie” szpiczak mnogi (smouldering multiple myeloma — SMM) [59].

W czesci przypadkow MGUS z czasem wzrasta stezenie biatka M,
osiggajgc wartosci jak w aktywnej postaci choroby, brak jest jednak

nadal innych typowych objawow.

. Mato agresywny MM, okreslany tez jako szpiczak mnogi o powolnym

przebiegu (indolent myeloma) jest stanem, w ktérym obecne sg juz
niektére ewidentne objawy choroby (na przyktad destrukcja kosci), ale

pojawiajg sie one stopniowo i postepujg bardzo wolno [58].

. Aktywny szpiczak mnogi — stan, w ktorym wystepujg typowe objawy

kliniczne choroby. Dalszy przebieg schorzenia zalezy od zastosowanego
leczenia i odpowiedzi na terapie [97, 98].

Biataczka plazmocytowa (plasma cell leukemia - PCL) jest czesto
kohcowym stadium progresji szpiczaka mnogiego, cho¢ zdarzajg sie
postacie de novo diagnozowane. W PCL odsetek plazmocytéw we krwi
obwodowej przekracza 10% Ilub w liczbie bezwzglednej powyzej
0,5x10%1 przy spetnieniu pozostatych kryteriéw rozrostu nowotworowego
[118].

Mechanizmy zwigzane z progresja choroby nie sg jeszcze dokfadnie

poznane. Wydaje sie, iz towarzyszy im wzrost wskaznika gestosci drobnych

naczyn krwionosnych w szpiku kostnym (MVD — microvessel density) [122].

W ostatnim okresie wielu zwolennikéw zyskata teoria, iz MGUS i nieaktywne

postacie choroby reprezentujg stadia prewaskularne, zas aktywny MM — forme

waskularng, gdzie nowotworowa angiogeneza jest wzmozona, a wskaznik MVD
podwyzszony [62, 86, 121, 122].
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Kryteria diagnostyczne choroby zamieszczone w tabeli 2 wykorzystywane

sg w praktyce klinicznej celem potwierdzenia rozpoznania nowotworu [26].

Tabela 2. Kryteria diagnostyczne szpiczaka mnogiego [26]

Kryteria duze

Obecnos¢ plazmocytow w biopsji tkankowe;j
Plazmocyty w szpiku kostnym > 30%
Biatko monoklonalne:

IgG w surowicy > 3500 mg/dI

IgA w surowicy > 2000 mg/dl

tancuchy lekkie w moczu > 1000 mg/24h

Kryteria mate

Plazmocyty w szpiku kostnym 10% - 30%

Biatko M w surowicy w mniejszym stezeniu
Ogniska osteolityczne w kosciach

IgG < 600 mg/dl, IgA < 100 mg/dl, IgM < 50 mg/dI

Rozpoznanie

1 kryterium duze + 1 kryterium mate
3 kryteria mate, wtym 1 + 2

Od wielu

lat, nadal aktualna jest klasyfikacja kliniczna, opracowana przez

Durie i Salmona [27], pozwalajgca na ustalenie stopnia zaawansowania

klinicznego choroby (tabela 3).

Tabela 3. Stadia zaawansowania klinicznego MM wg Durie i Salmona [27]

Wszystkie wymienione parametry:

dobowe wydalanie monoklonalnych tancuchow lekkich > 12 g

= stezenie Hb > 10 g/dl (6,205 mmol/l)
= stezenie biatka monoklonalnego M: IgG < 50 g/l
Stadium | = |gA<30gl/l
(mata masa|® stezenie wapnia w surowicy < 2,75 mmol/l (5,5 mg/dl)
nowotworu) |= dobowe wydalanie wapnia z moczem <4 mmol/l (150 mg)
» dobowe wydalanie monoklonalnych tancuchoéw lekkich < 4 g
* bez zmian kostnych lub pojedyncze ogniska osteolityczne
Stadium I
(posrednia | Parametry nie odpowiadajgce stadium | i lll
masa
nowotworu)
Obecny przynajmniej jeden z nastepujacych parametrow:
= stezenie Hb < 8,5 g/dl (5,27 mmol/|
= stezenie biatka monoklonalnego M: IgG > 70 g/l
Stadium Ill |= IgA > 50 g/l
(duza masa|= stezenie wapnia w surowicy > 2,75 mmol/l (5,5 mg/dl)
nowotworu) |= dobowe wydalanie wapnia z moczem >4 mmol/l (150 mg)

liczne zmiany osteolityczne
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W maju 2003 roku, w Salamance odbyt sie ,9th International Multiple
Myeloma Workshop”, gdzie zostat oficjalnie zaproponowany przez Greippa i
wsp. [36] International Prognostic Index (IPI), czyli Miedzynarodowy Indeks

Prognostyczny dla szpiczaka mnogiego, ktory przedstawiono w tabeli 4.

Tabela 4. Miedzynarodowy Indeks Prognostyczny dla szpiczaka mnogiego —
International Prognostic Index (IP]) [36]

Stadium 1 B2mikroglobulina < 3,5 mg/dl
albumina > 3,5 g/dI

Bomikroglobulina < 3,5 mg/dl

Stadium 2 albumina < 3,5 g/dI
lub
Bomikroglobulina 3,5 — 5,5 mg/d|
Stadium 3 B2mikroglobulina > 5,5 mg/d|

IPI ponadto wskazuje, iz wiek pacjenta jest najwazniejszym czynnikiem
prognostycznym choroby. Catkowite przezycie pacjentow powyzej pieciu lat
zwigzane jest z wiekiem ponizej 60 roku zycia przy rozpoznaniu, zas catkowite
przezycie ponizej dwéch lat dotyczy chorych powyzej 60 roku zycia. Ponadto
ilos¢ plytek krwi ponizej 130.000/mm® i podwyzszona aktywnos¢ LDH
w surowicy krwi to czynniki zwigzane z przezyciem ponizej dwdch lat.

Natomiast wg Barlogiego i wsp. [4], wydaje sie, iz najwazniejsze
prognostycznie niekorzystne czynniki to: obecnosc¢ jakichkolwiek aberraciji
cytogenetycznych [najczesciej del13, t(4;14) i t(11;14)], wiek chorych powyzej
60 roku zycia, pomikroglobulina > 3 mg/dl, albumina < 3,5 g/dI,
ptytki krwi < 130.000/mm?® , aktywno$¢ LDH > 190 U/l w surowicy krwi oraz

postac IgA szpiczaka mnogiego.

1.3 Znaczenie cytokin oraz ich rozpuszczalnych receptoréw w patofizjologii

szpiczaka mnogiego

Cytokiny sg grupa biatek o masie czasteczkowej 15 — 25 kDa [73],
spetniajgcych role mediatoréw sygnalizacji miedzykomorkowej. Petnig one
wazng role w kontroli kluczowych proceséw zyciowych organizmu, inicjujac
proliferacje, réznicowanie i Smier¢ komorki. Wptywajg takze na wszystkie fazy
odpowiedzi immunologicznej, zarowno typu komoérkowego, jak i humoralnego,

poprzez oddziatywanie na limfocyty B, T, komorki NK,
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uktad monocytéw / makrofagéw i granulocyty. Wiekszos¢ cytokin produkowana
jest w postaci prekursoréw biatek, ktére poprzez hydrofobowg sekwencje
aminokwasowg (peptyd sygnatowy) wigczane sg w mechanizm transportu
przezbtonowego. Cytokiny w przeciwienstwie do hormondéw nie sg
magazynowane w komorkach je produkujgcych, lecz sg szybko syntetyzowane i
wydzielane przez rozne rodzaje komorek po ich stymulacji. Dziatanie cytokin
ogranicza sie najczesciej do mikrosrodowiska wokoét komorek je wydzielajgcych,
cze$¢ z nich ma jednak dziatanie systemowe [57].

Poszczegdlne cytokiny mogg dziata¢ antagonistycznie, addycyjnie lub
synergistycznie na te same procesy biologiczne. Dotyczy to zwiaszcza ich
wptywu na hematopoeze, odpowiedz immunologiczng i reakcje zapalng [18,
89]. Wspolng cechg wszystkich cytokin jest dziatanie plejotropowe, ktére polega
na indukowaniu przez okreslong cytokine jednej lub wielu rodzajow odpowiedzi
w roznych typach komorek efektorowych. Z drugiej strony poszczegdlne
cytokiny mogq dziata¢ w ten sam lub podobny sposob na jeden typ komoérek
dzielgc sie “biologiczng odpowiedzialnoscig” za ich prawidtowe funkcjonowanie.
Zjawisko to, noszace nazwe redundancji cytokinowej ma na celu
zabezpieczenie prawidtlowego funkcjonowania uktadu odpornosciowego oraz
wiasciwego ukierunkowania reakcji immunologicznych. Wyzej wymienione
zjawiska moga zachodzi¢ na trzech roéznych poziomach: wytwarzania,
gromadzenia i wigzania cytokin [49]. Dziatanie poszczegdlnych cytokin moze
odbywac sie w sposob kaskadowy - jedna wyzwala synteze kilku innych i w ten
sposOb rozszerza posrednio spektrum swojego dziatania biologicznego.
Koncowy efekt dziatania cytokin moze wynika¢ réwniez z kolejnosci ich
aktywowania [83].

Cytokiny wywierajg swoj efekt biologiczny za posrednictwem swoistych
receptorow [89], wigzac sie z zewnatrzbtonowymi fragmentami komorki
docelowej. Niezaleznie od struktury receptora, dla jego poprawnego
funkcjonowania potrzebne sg trzy elementy: domena zewnatrzkomérkowa
obdarzona zdolnoscig wigzania cytokiny, domena przezbtonowa przekazujgca
sygnat indukowany przez wigzanie cytokiny do wnetrza komérki oraz domena
cytoplazmatyczna majgca zwykle aktywno$¢ kinazy, aktywujgca system
przekazu sygnatu wewnatrzkomérkowego. Niektére receptory wystepuja

zaréwno w formie btonowej, jak i rozpuszczalne;j.
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Rozpuszczalne receptory cytokin moga wystepowaé w formie wolnej lub
zwigzanej z mikrofragmentami  btonowymi. Rozpuszczalne receptory
uczestniczg w regulacji funkcji komérek ustroju [49, 89]. Jedng z rdl jaka mogag
odgrywag, jest konkurencja z receptorami btonowymi poprzez wychwytywanie i
blokowanie cytokin, a wiec dziatanie antagonistyczne do nich. Inng mozliwoscig
jest wzmacnianie sygnatu poprzez kooperacje z receptorem btonowym, kiedy
kompleks rozpuszczalny receptor - cytokina aktywuje receptor btonowy (np. w

przypadku IL-6).

1.4. Interleukina - 6 i rozpuszczalna forma receptora dla Interleukiny - 6

IL-6 i rozpuszczalna forma receptora dla interleukiny-6 (sIL-6R) petnig
kluczowg role w proliferacji plazmocytéw szpiczakowych [56, 113, 119].
W warunkach prawidtowych IL-6 wyzwala réznicowanie limfocytéw B i jest
najwazniejszym czynnikiem podtrzymujgcym zdolnosci ich przezycia [111, 130].
W szpiczaku mnogim IL-6 powoduje przeksztatcenie nieufosforylowanej postaci
biatka retinoblastoma (pRB) w aktywng posta¢ ufosforylowang, co prowadzi do
uwolnienia czynnika transkrypcyjnego E2F1 i proliferacji komorek
szpiczakowych. Role genu RB w szpiczaku mnogim podkresla siegajaca 70%
czestos¢ zarbwno mutacji genu jak i obecnoséci jego produktu biatka RB [109].
W przeciwienstwie do oddziatywania na prawidtowe plazmocyty IL-6 wzbudza
proliferacje komorek szpiczakowych in vitro i in vivo, ale nie indukuje
wydzielania immunoglobulin [52, 111, 130].

Zasadniczym mechanizmem dziatania IL-6 jest najprawdopodobniej
hamowanie apoptozy komorki szpiczakowej. IL-6 obficie wydzielana przez
komorki nowotworowe zaangazowana jest w patogeneze niektérych zmian
patologicznych typowych dla MM. Wykazuje bezposrednie dziatanie
osteoklastyczne  oraz  uszkadzajgce  nerki, sprzyjajagc = powstaniu
tzw. ,nerki szpiczakowej’ [30, 53, 65]. IL-6 moze by¢ produkowana w sposéb
autokrynny przez nowotworowe plazmocyty lub parakrynny przez komorki
podscieliska szpiku kostnego wzbudzone w wyniku adhezji komorek
szpiczakowych (rycina 2) [110]. Dla proliferacji plazmocytarnej podstawowe
znaczenie ma parakrynna droga sekrecji IL-6. Mnigj istotny patogenetycznie

autokrynny sposéb wydzielania IL-6 zachodzi po zwigzaniu CD40L do
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powierzchniowego CD40 na plazmocytach, co powoduje przejscie pRB do

aktywnej postaci ufosforylowanej [111, 114].

Stymulacja avtokrynna |  Stymulacja parakrynna|

Komﬁrkapodécielisﬁa
szpiku kosthego

Rycina 2. Schemat autokrynnego i parakrynnego wytwarzania IL-6 przez

patologiczne plazmocyty oraz komorki podscieliska szpiku kostnego u chorego

na szpiczaka mnogiego

Receptor IL-6 skfada sie z dwoch podjednostek: tancucha o (CD126)
oraz fancucha p - glikoproteiny gp 130 (CD130), stanowigcej witasciwy
przekaznik sygnatow do wnetrza komorki [85]. Interleukina-6, jak i inne cytokiny
z rodziny IL-6, o podstawowym znaczeniu dla rozrostu nowotworowego, taczg
sie z antygenem CD126 i aktywujg biatko petnigce role przekaznika sygnatéw
gp130. W komorce szpiczakowej istniejg dwie drogi wewngtrzkomdrkowego
przekazywania sygnatow: szlak JAK — STAT-3 i szlak Ras — MAPK. W tym
pierwszym istotng role odgrywajg nieodfgcznie zwigzane z receptorem IL-6
kinazy tyrozynowe Janusa JAK1, JAK2 i TYK2, ktére fosforylujg komorkowe
substraty — czynniki transkrypcyjne STAT. Szczegdlng role odgrywa STAT-3,
ktory po fosforylacji przechodzi do jgdra komérkowego i dziata jako czynnik
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inicjujgcy transkrypcje genu kodujgcego IL-6 [14, 23, 40]. Szlak ten moze by¢
odpowiedzialny za wywotywanie opornosci komorki szpiczakowej na apoptoze.
Uwaza sie, ze bardziej istotna dla proliferacji nowotworowej jest druga sciezka
transmisji sygnatéw zwigzana z onkogenem Ras i kinazg biatkowg aktywowang
przez mitogeny (MAPK) [78]. Réznice w udziale odpowiednich kaskad
przekazywania sygnatbw w komdérce mogg przektada¢ sie miedzy innymi na
roznice odpowiedzi niektérych komorek szpiczakowych na IL-6 [126].
Rozpuszczalna forma receptora dla IL-6 (sIL-6R), o masie czgsteczkowej
55 KD, zostata wyizolowana z surowicy krwi i moczu chorych na MM [76].
Co ciekawe slIL-6R tworzac kompleks z IL-6 zachowuje zdolno$¢ do wigzania
sie z gp130 i aktywacji komérki docelowej [127]. Odwrotnie zachowuje sie
wiekszo$¢ pozostatych rozpuszczalnych receptoréw cytokinowych, ktére po
potgczeniu ze swym rozpuszczalnym ligandem tracg swojg aktywnos$é. sIL-6R
poszerza wiec spektrum komorek, ktore aktywowac¢ moze IL-6, o komorki
posiadajgce gp130, a nie posiadajace IL-6R [93]. Wykazano, Zze stezenie
sIL-6R w surowicy krwi jest podwyzszone u chorych na szpiczaka mnogiego w
poréwnaniu do oséb zdrowych [93] i koreluje z ciezkoscig choroby [60].
Aktualnie ocena stezenia slL-6R w surowicy krwi uznawana jest za jeden

z czynnikow rokowniczych w MM [45, 82].

1.5. Naczyniowo-srodbtonkowy czynnik wzrostu i rozpuszczalny receptor

dla naczyniowo-srédbtonkowego czynnika wzrostu

Naczyniowo-srodbtonkowy czynnik wzrostu (Vascular Endothelial Growth
Factor, VEGF) jest jednym =z najsilniejszych czynnikdw stymulujgcych
angiogeneze. Gen dla VEGF znajduje sie na krotkim ramieniu chromosomu 6
[117, 125]. VEGF jest wydzielany zarowno przez komorki nowotworowe, jak i
przez podsScielisko szpiku kostnego. Dziatanie biologiczne VEGF jest bardzo
réznorodne. Jako silny stymulator mitotyczny dla komérek srédbtonka reguluje
rozwoj  ptodowych  komorek  macierzystych, przebudowe macierzy
zewnatrzkomoérkowej i miejscowe wydzielanie cytokin (miedzy innymi
metaloproteinaz i integryn) [75, 81, 124]. W badaniach in vitro wykazuje
dziatanie cytoprotekcyjne. W hodowlach plazmocytéw inkubowanych z VEGF

apoptozie ulegato mniej komoérek w porownaniu do hodowli bez VEGF [51].
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Rodzina VEGF sktada sie z VEGF (zwanym tez VEGF-A), VEGF-B, VEGF-
C, VEGF-D, VEGF-E i PIGF. Z kolei jedynie VEGF (czyli VEGF-A) wystepuje w
postaci pieciu izoform (VEGF 121, 145, 165, 181, 206). Najsilniejszym
czynnikiem stymulujgcym transkrypcje i sekrecje VEGF jest hipoksja.
W ostatnich latach wykazano, iz wiele innych czynnikdw reguluje transkrypcje
VEGF m.in. aktywacja niektérych onkogenow H-ras, K-ras, raf lub inaktywacja
genu supresorowego p53 [75]. VEGF wywiera biologiczny efekt za
posrednictwem receptorow wysokiego powinowactwa nalezacych do grupy
receptorow kinazy tyrozynowej (RKT) [13]. Poznane sg trzy receptory dla
VEGF: VEGFR-1 (flt-1), VEGFR-2 (KDR/flk-1) i VEGFR-3. W szpiczaku
mnogim znaczenie ma przede wszystkim receptor flt1. Receptory VEGF
zbudowane sg z domeny zewnagtrzkomdrkowej sktadajacej sie z siedmiu domen
immunoglobulinopodobnych, pojedynczego przezbtonowego odcinka
i wewnatrzkomorkowej rozszczepionej domeny — kinazy tyrozynowe.
Autofosforylacja kinazy tyrozynowej, wywotana przytaczeniem ligandu
(t. VEGF) do zewnatrzkomodrkowej czesci receptora, umozliwia przekazywanie
sygnatdbw wewnatrzkomoérkowych. Potgczenie VEGF z receptorem inicjuje
aktywacje szeregu kinaz i czynnikow transkrypcyjnych, sposrod ktorych istotne
sgq dwa szlaki przewodzenia sygnatu: Ras-MAPK oraz droga zwigzana
z pobudzeniem kinazy tyrozynowej C. VEGF wptywa réwniez na zwiekszenie
przepuszczalnosci naczyh  krwionosnych, pobudza osteoklastogeneze
i produkcje IL-6 przez komorki  podscieliska  szpiku  kostnego.
VEGFR-2 zwany rowniez KDR/flk-1 odgrywa kluczowg role w procesie
naczyniotworzenia i krwiotworzenia w okresie rozwoju embrionalnego.
W warunkach fizjologicznych receptor ten wystepuje wytacznie na powierzchni
zdrowych komorek s$rodbtonka oraz komoérek macierzystych pnia; posiada
decydujgce znaczenie w proliferacji i réznicowaniu komorek srodbtonka oraz
angiogenezie [69, 75]. W szpiczaku mnogim potgczenie VEGF z VEGFR-1
i VEGFR-2 indukuje angiogeneze oraz prowadzi do ekspansywnego rozwoju
nowotworu. Ponadto w wyniku aktywacji receptoréw, dochodzi do zwiekszonej
ekspresji integryn na powierzchni komorek, co utatwia ich adhezje i migracje
[13]. Wykazano takze, iz VEGFR-2 poprzez hamowanie apoptozy, ma znaczacy

wptyw na regulacje czasu przezycia komorek [35].
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1.6. Zasadowy czynnik wzrostu fibroblastéw

Zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow (basic Fibroblast Growth Factor,
b-FGF) jest polipeptydem o masie czasteczkowej 18 kD. Gen dla b-FGF
znajduje sie na krotkim ramieniu chromosomu 4 [89]. Wytwarzany jest przez
rozne typy komorek m.in. fibroblasty i keratynocyty. Cytokina ta wywiera
biologiczne dziatanie za posrednictwem receptorow nalezacych do rodziny
receptorbw zwigzanych z kinazg tyrozynowa. In vitro b-FGF dziata silnie
chemotaktycznie i mitogennie na komoérki srédbtonka i fibroblasty, zas in vivo
jest silnym czynnikiem stymulujacym angiogeneze. Ponadto b-FGF zwieksza
aktywnos¢ kolagenaz, przyczynia sie do destrukcji btony podstawnej i w sposob
istotny zwieksza przepuszczalnos¢ naczyn krwionosnych.

Zwiekszong produkcje b-FGF obserwowano w réznych liniach komoérek
nowotworowych, a podwyzszone stezenia tej cytokiny w surowicy i/lub moczu u
chorych z aktywng chorobg nowotworowa [10, 74, 80, 120].

W szpiczaku mnogim stezenie b-FGF w surowicy krwi wzrasta w miare
progresji choroby. W MGUS surowicze stezenie b-FGF jest takie samo jak u
os6b zdrowych, w SMM bywa podwyzszone, a w aktywnej postaci choroby
(szczegolnie w szpiczaku mnogim wydzielajgcym tancuchy lekkie) nastepuje
dalszy jego wzrost [108]. Stwierdzono réwniez, iz komorki szpiczakowe
posiadajgce na swej powierzchni receptor FGFR3 (ktérego nie majg prawidtowe
komorki limfoidalne), szybciej ulegajg podziatom i rzadziej apoptozie, niz
komorki bez FGFR3 [132]. Skuteczne leczenie antyproliferacyjne powoduje

czesto obnizenie stezenia b-FGF w surowicy krwi u chorych na MM [50].

1.7. Transformujgcy czynnik wzrostu - 3

TGF-B1 syntetyzowany jest przez niemal wszystkie komorki ustroju
[15, 79] i wykazuje dziatanie: 1. przeciwzapalne, 2. indukuje supresje
funkcjonalng limfocytéw T, B, monocytow / makrofagéw oraz komorek NK;
3. pobudza synteze kolagenu, stymuluje proliferacje fibroblastow i wzmaga
ekspresje receptorow komérkowych dla biatek macierzy zewnatrzkomérkowej,
Aktualnie, podkreslane sg antyproliferacyjne mechanizmy dziatania

TGF-B4. Gen kodujacy dla TGF-f4 zlokalizowano w chromosomie 19 (19q13)
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[89]. Wydaje sie, ze zwiekszona sie¢ mikrokrgzenia szpikowego w MM jest
m.in. wynikiem wydzielania przez plazmocyty rowniez TGF-B4, ktory stymuluje
uwalnianie PDGF, a przez to nasila angiogeneze [9]. TGF-B1 przede wszystkim
jest inhibitorem odpowiedzi immunologicznej — in vivo hamuje aktywnosc¢
makrofagéw i proliferacie komérek T w reakcji na poliklonalne mitogeny.
Ponadto hamuje dziatanie prozapalnych cytokin (IL-6 i TNF-a) na neutrofile i
komorki  srodbtonka naczyniowego. TGF-B1 hamuje aktywnos¢ ukfadu
monocytow - makrofagdw poprzez zmniejszenie wytwarzania wolnych rodnikéw
tlenowych i azotowych. TGF-B; moze byC¢ wydzielany przez komorki
szpiczakowe obok znanego mechanizmu zaleznego od IL-6 [54], gdzie
proliferacja plazmocytow pobudzana jest drogg autokrynng i parakrynna.
TGF-B4 reguluje ekspresje fibronektyny w podscielisku szpiku kostnego.
Fibronektyna wraz z lamining majg szczegolne znaczenie w adhezji

plazmocytéw w szpiku kostnym chorych na MM [9].

1.8. Czynnik wzrostu hepatocytoéw

Czynnik wzrostu hepatocytow (HGF) ma wiasciwosci mitogenne,
chemotaktyczne i morfogenne [48]. Produkowany jest przez komorki
pochodzenia mezenchymalnego, gtéwnie fibroblasty i komorki miesni gtadkich.
Wykazano, iz wiele czynnikow, m.in. b-FGF, pobudza synteze i wydzielanie
HGF [91]. Cytokina ta dziata na komorki za posrednictwem receptora
powierzchniowego kodowanego przez proto-onkogen c-met.

HGF indukuje angiogeneze poprzez stymulacje proliferacji, migraciji
i adhezji komorek srodbtonka. Ponadto wywiera istotny wptyw na morfogeneze
nowych naczyn krwionosnych oraz pobudza podscielisko szpiku kostnego do
syntezy czynnikdéw angiogennych [48].

Podwyzszone stezenia HGF w surowicy krwi obserwowano u oséb z
zaburzeniami czynnosci watroby [34] oraz u chorych na nowotwory
hematologiczne, takie jak: biataczki, chtoniaki [11, 84] i szpiczak mnogi [34, 42,
99, 100].

Wykazano, iz HGF moze tez pobudza¢ rozmnazanie i réznicowanie
krwiotworczych komorek progenitorowych [11, 12]. Cytokina ta wspotdziata

in vitro z erytropoetyng, wywotujac formowanie kolonii lini czerwonokrwinkowe;.
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W obecnosci erytropoetyny i czynnika wzrostu komoérek pnia, HGF pobudza
in vitro formowanie Kkolonii multipotencjalnych (CFU - GEMM). HGF ma
dziatanie motogeniczne wzgledem komodrek nabtonkowych, srédbtonkowych
i mezenchymalnych.

Podwyzszone stezenie HGF w surowicy krwi u chorych na MM zwigzane
jest z niekorzystng prognozg. Liczne badania dowodza, iz HGF zaangazowany
jest w proliferacji nowotworowej, uszkodzeniu kosci, angiogenezie oraz adhezji
komorek szpiczakowych do podscieliska w szpiku kostnym [42, 100].
Wydaje sie, iz bardzo istotng role odgrywa tutaj mechanizm parakrynny
i autokrynny stymulacji HGF i c-met [11]. Receptor c-met nie wystepuje na
limfocytach B krwi obwodowej, natomiast jego obecnosc zostata potwierdzona
w 100% komorek szpiczakowych na poziomie mRNA, a takze na poziomie
biatka [11, 12]. Najnowsze badania wskazujg na istotng role osi HGF-c-met w

stymulaciji proliferacji oraz zahamowaniu apoptozy komoérek MM.
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2. Cele pracy

1.

2.

Poréwnanie osoczowych stezen interleukiny-6 (IL-6), naczyniowo-
srodbtonkowego czynnika wzrostu (VEGF), zasadowego czynnika
wzrostu fibroblastéw (b-FGF), transformujgcego czynnika wzrostu - 4
(TGF-B4), czynnika wzrostu hepatocytow (HGF) i wybranych
rozpuszczalnych receptorow cytokin: sIL-6R, sVEGF R2 u chorych

na szpiczaka mnogiego oraz w grupie kontrolne;j.

Analiza osoczowych stezen interleukiny-6 (IL-6), naczyniowo-
Srodbfonkowego czynnika wzrostu (VEGF), zasadowego czynnika
wzrostu fibroblastow (b-FGF) transformujgcego czynnika wzrostu - B4
(TGF-B4), czynnika wzrostu hepatocytow (HGF) i wybranych
rozpuszczalnych receptorow cytokin: sIL-6R, sVEGF R2 u chorych

w zaleznos$ci od czasu trwania zastosowanej terapii antyproliferacyjnej.

Badanie wartosci prognostycznej osoczowych stezen interleukiny-6
(IL-6), naczyniowo-srédbfonkowego czynnika  wzrostu  (VEGF),
zasadowego czynnika wzrostu fibroblastow (b-FGF), transformujgacego
czynnika wzrostu - B4 (TGF-B4), czynnika wzrostu hepatocytow (HGF)
i wybranych rozpuszczalnych receptorow cytokin: sIL-6R, sVEGF R2

u chorych na szpiczaka mnogiego.
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3. Metodyka oraz analiza badanych grup pacjentéw

3.1. Charakterystyka kliniczna badanych grup chorych

Badaniem objeto 76 chorych na szpiczaka mnogiego leczonych w Kilinice

Hematologii Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie w okresie od listopada 2001

do pazdziernika 2002 roku. Wiek badanych pacjentéw pozostawat w granicach

od 22 do 77 lat (Srednia 60 lat £ 10). Grupa badana sktadata sie z:

1.

29 o0so6b (38,2 %) - grupa N - de novo rozpoznanych, dotychczas nie

leczonych,

47 osob (61,8 %) - grupa S — objetych leczeniem antyproliferacyjnym,

przed wigczeniem do badania (rycina 3).

pacjenci z
denovo MM
38,2%

pacjenci
poddani
terapii

61,8% \ 4

100%

COpowyziej 3 lat
@2 do 3 lat
W1 do2lat

0% -

Ryc. 3. Charakterystyka badanych chorych na szpiczaka mnogiego
(n=76)
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Poddano analizie - grupa N i S:
1. osoby z de novo rozpoznang chorobg (n=29),
2. pacjentéw leczonych chemioterapig (n=37),
3. kilka oséb poddanych procedurze wysokodozowanej chemioterapii,
wspomaganej auto przeszczepieniem komodrek macierzystych z krwi
obwodowej (n=6) oraz leczonych talidomidem (n=4).
W trakcie badania z grupy S wyrézniono:
Podgrupe S1- pacjenci pozostajgcy w leczeniu od 1 roku do 2 lat (n=13),
Podgrupe S2- pacjenci pozostajgcy w leczeniu od 2 do 3 lat (n=11),
Podgrupe S3- pacjenci pozostajacy w leczeniu powyzej 3 lat (n=23).
Ponadto z grupy S wyodrebniono:
Podgrupe SZP (n=11) - pacjenci z progresjg choroby, oporni na terapie.
Podgrupe SBP (n=23) - chorzy odpowiadajacy na terapie, bez progresji

choroby. Rodzaj terapii w grupie S przedstawiono schematycznie na rycinie 4.

thalidomid
9%
przeszczep
szpiku
13%

chemioterapia
78%

Rycina 4. Rodzaj stosowanej terapii w badanej grupie S (n=47)
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Grupe kontrolng stanowili zdrowi ochotnicy, pracownicy Szpitala
Uniwersyteckiego w Krakowie (n=35) w wieku od 20 do 63 lat (Srednia 33 lata
1 10). Obie grupy, zaréwno badana jak i kontrolna nie roznity sie rozktadem ptci.
Grupa pacjentéw obejmowata 38 kobiet oraz 38 mezczyzn — wskaznik K/IM=1.
W grupie kontrolnej byto 19 kobiet (54,3%) i 16 mezczyzn (45,7%) — wskaznik
K/IM=1,2.

3.2. Badania kliniczne oraz metody oznaczen laboratoryjnych

Rozpoznanie szpiczaka mnogiego ustalono na podstawie stwierdzenia
w badaniu cytologicznym aspiratu szpiku kostnego obecnosci plazmocytow
w odsetku co najmniej 15%, obecnosci biatka monoklonalnego w surowicy lub
moczu oraz zmian osteolitycznych kosci. Okres choroby ustalono zgodnie
z klasyfikacjg kliniczng opracowang wg Durie i Salmona [27, 124]. Wszyscy
analizowani pacjenci byli w drugim badz trzecim stadium zaawansowania
klinicznego choroby. U kazdej osoby przeprowadzono szczegotowy wywiad
lekarski, badanie fizykalne oraz testy laboratoryjne: morfologie krwi obwodowej
Zz oceng obrazu odsetkowego komorek, badanie cytologiczne szpiku kostnego
uzyskanego drogq biopsji aspiracyjnej z tylnego kolca talerza kosci biodrowej,
badanie trepanobiopsyjne szpiku kostnego. W surowicy oznaczano: aktywnosc¢
dehydrogenazy mleczanowej, stezenie mocznika, kreatyniny, wapnia
catkowitego, CRP, Bomikroglobuliny, elektroforeze biatek. Ponadto wykonano
badania podstawowe ukfadu krzepniecia oraz zdjecia radiologiczne klatki
piersiowej, kosci ptaskich i badanie ultrasonograficzne jamy brzusznej.
Przeprowadzono rowniez badanie ogdlne moczu oraz odczyn opadania krwinek
czerwonych - OB.

Pacjentow wigczono do badania po wyjasnieniu procedury badawczej
i po wyrazeniu pisemnej zgody. Materiat do oznaczania cytokin oraz ich
rozpuszczalnych receptorow stanowita krew obwodowa pozyskiwana z zyty
tokciowej. Krew pobierano pomiedzy godzing 7.30 a 8.30 do jatowych probéwek
typu  Vacutainer (Becton Dickinson) na  antykoagulant (EDTA).

Probowki nastepnie wirowano przez 10 minut z szybkoscig 1000
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obrotow/minute. Osocze odpipetowywano do jatowych probowek (Nunc)
i przechowywano w temperaturze —70 °C przez okres nie wiecej niz 12
miesiecy, do czasu wykonania analizy. Wyniki morfologii krwi uzyskiwano w
Pracowni Analitycznej Kliniki Hematologii Szpitala Uniwersyteckiego metodg
fotooptyczng i konduktometryczna, przy uzyciu analizatora hematologicznego
Cell-Dyn 1700 firmy Abbott. Oznaczenia biochemiczne (aktywnos¢
dehydrogenazy mleczanowej, stezenie mocznika, kreatyniny, stezenie wapnia
catkowitego, CRP, Bamikroglobuliny, elektroforeze biatek surowicy krwi, badanie
uktadu krzepniecia, badanie ogo6lne moczu) wykonywano w Zaktadzie

Diagnostyki Laboratoryjnej Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie.

3.2.1. Analiza osoczowych stezeh badanych cytokin oraz ich rozpuszczalnych

receptoréw

W celu oznaczania osoczowych stezen: VEGF, s VEGF R2, IL-6,
s IL-6R, b-FGF, HGF, TGF-B1 wykorzystywano metode immunoenzymatyczng
ELISA. W badaniach zastosowano gotowe zestawy: Quantikine, R&D Systems,
Inc. Minneapolis, USA.

Zakupione ptytki reakcyjne optaszczane przeciwciatem monoklonalnym
specyficznym dla badanego czynnika inkubowano z analizowanym osoczem
chorego. Cytokiny badz ich rozpuszczalne receptory zawarte w osoczu (VEGF,
sVEGF R2, IL-6, sIL-6R, b-FGF, HGF) byty specyficznie wigzane
i unieruchamiane na powierzchni, tworzac faze statg reakcji. Po wyptukaniu
zbednych skfadnikéw, do studzienki dodawano przeciwciata specyficzne dla
badanego sktadnika, sprzezone z peroksydaza chrzanowg. W wyniku reakcji
otrzymywano kompleks immunologiczny o strukturze ,kanapkowej”:
optaszczone na ptytce przeciwciato monoklonalne | rzedu — badana cytokina —
przeciwciato monklonalne Il rzedu znakowane enzymem. Po usunieciu
substancji nie zwigzanych z kompleksem immunologicznym do ukfadu
reakcyjnego dodawano roztwor substratu dla enzymu znacznikowego:
tetrametylobenzydyne i nadtlenek wodoru. Do pomiaru absorbancji uzyto
czytnika do mikroptytek Elx 800 firmy Bio - Tek Instruments (USA). Wartos¢

absorbancji odczytywano dla dtugosci fali A=450 nm i przeliczano na jednostki
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stezenia badanego parametru w oparciu o wielopunktowg krzywg kalibracyjna.
Oznaczenia osoczowych stezen: IL-6, VEGF, HGF, sVEGF R2, b-FGF
wyrazano w pg/ml, zas sIL-6R w ng/ml.

Pomiar stezenia wolnego osoczowego TGF-B1 byt wykonywany w
osoczu ubogo ptytkowym. W ten sposéb minimalizowano wptyw TGF-[34
pochodzenia ptytkowego. Wystepujacy w osoczu TGF-B4 w formie latentnej
aktywowano przez zakwaszenie, a nastepnie zobojetnienie badanej prébki w
Scisle okreslonych warunkach.

W systemie ELISA (Quantikine, human TGF-B, R&D Systems Inc.)
studzienki na mikroptytce optaszczane byty rozpuszczalnym receptorem
TGF-B4 typu I, ktory catkowicie wigzat obecny w badanej prébce TGF-[34
i unieruchomiat go w fazie statej. Po usunieciu niezwigzanych substancji
(ptukanie) do studzienek wprowadzano koniugat — roztwor poliklonalnych
przeciwciat specyficznych dla oznaczanego peptydu i sprzezonych z enzymem
peroksydazg chrzanowg. W wyniku reakcji powstawat kompleks
immunologiczny o strukturze kanapkowe;j:
powierzchnia ptytki z receptorem Il dla TGF beta1l & TGF beta1 - koniugat
Po usunieciu substancji nie zwigzanych z kompleksem immunologicznym do
uktadu reakcyjnego dodawano roztwér dla enzymu znacznikowego:
tetrametylobenzydyne i nadtlenek wodoru. Do pomiaru absorbancji uzyto
czytnika do mikroptytek Elx 800 firmy Bio - Tek Instruments (USA). Wartos¢
absorbancji dla TGF-B1 odczytywano dla dtugosci fali A=450 nm i przeliczano na
jednostki stezenia badanego parametru w oparciu o wielopunktowg krzywag

kalibracyjng. Oznaczenia stezenia TGF-$1 w osoczu krwi wyrazano w ng/ml.
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3.3. Metody statystyczne

Osoczowe stezenia cytokin i ich rozpuszczalnych receptoréw oznaczone
w badanych grupach opracowywano wykorzystujgc elementy statystyki
opisowej (Srednia arytmetyczna, odchylenie standardowe, mediana, minimum,
maksimum) oraz przedstawiono w postaci tabel, rycin, wykresow stupkowych,
pudetkowych i liniowych [43]. Podczas przeprowadzonej analizy statystyczne;j
porownywano obserwowane parametry w grupie badanej i kontrolnej jak
réwniez w grupie badanej pomiedzy pacjentami w zaleznosci od dtugosci
stosowania terapii antyproliferacyjnej. Analize oparto na testach
nieparametrycznych ze wzgledu na brak normalnosci rozktadu.

Podczas wnioskowania statystycznego wykorzystywano:
— test U Manna-Whitneya
— test niezalezno$ci Chi?
— analize wspotczynnikow korelacji Pearsona i Spearmana

Za znamienne statystycznie przyjmowano wyniki, dla ktérych poziom
istotnosci byt mniejszy lub réwny 0,05.

Podjeto réwniez probe okreslenia punktu krytycznego dla analizowanych
osoczowych stezen cytokin i ich rozpuszczalnych receptorow, ktéry mégtby byc
przydatny w przewidywaniu odpowiedzi na leczenie antyproliferacyjne.

Do tego celu wykorzystywano metode krzywych ROC (Receiver Operating

Characteristic) [44]. W metodzie tej wykonywano obliczenia czutosci

i swoistosci, co pewien krok, od wartosci minimum do maksimum przyjmujac

za punkt odniesienia podziat na pacjentow pozytywnie odpowiadajgcych

i opornych na stosowang terapie. Na podstawie uzyskanych wartosci czutosci

i swoistosci wkreslana byta krzywa ROC, dla ktérej powierzchnia pod krzywg

zawieratfa sie w przedziale od 0 do 1. Im wieksza powierzchnia pod krzywg tym

wieksza warto$¢ diagnostyczna badania. Punkt krytyczny wyznaczany

byt dla optymalnie najwiekszych wartosci czuto$ci i swoistosci.

W analizie wykorzystano pakiety statystyczne:

= Statystyka opisowa i testy nieparametryczne porownujgce badane grupy:
STATISTICA 5.0

» Analiza krzywych ROC: Stats Direct 2.2.4 firmy Status Direct Limited
1990-2003.
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4. Wyniki

4.1. Ocena osoczowych stezen cytokin oraz ich rozpuszczalnych receptorow

w grupie chorych na szpiczaka mnogiego i grupie kontrolnej

W osoczu krwi chorych na MM stwierdzono znamiennie wyzsze stezenia
HGF (p<0,001) oraz b-FGF (p<0,001) w porownaniu do grupy kontrolnej.
Réwniez w grupie chorych stwierdzono istotnie wyzsze osoczowe stezenia IL-6
(p=0,006) oraz slL-6R (p=0,003) w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Natomiast
osoczowe stezenie sVEGF-R2/KDR byto w grupie chorych istotnie nizsze
w poréwnaniu z grupa kontrolng (p<0,001). Zaobserwowano takze wyzsze
wartoéci osoczowych stezeh VEGF w grupie chorych (56,8 + 46,7 pg/ml),
w poréwnaniu do grupy kontrolnej (49,9 £ 49,9 pg/ml) - jednak réznice te nie
byty istotne statystycznie. Nie wykazano rowniez roznic istotnych statystycznie
pomiedzy osoczowymi stezeniami TGF-B4 w badanych grupach. Ponizej
umieszczono zestawienie osoczowych stezeh cytokin i ich rozpuszczalnych

receptoréw w badanych grupach (tabela 5 oraz ryciny od 5 do 11).

Tabela 5. Osoczowe stezenia cytokin oraz ich rozpuszczalnych receptorow
u chorych na MM

o GRUPA
rozcﬁg'z"cnzgl'ne BADANA KONTROLNA
rgceptor n X + SD n X + SD P
y (min-max) (min-max)
13,65 + 42.61 104 +112
IL-6(pg/ml) 65 (0 -251.13) 35 (0 3.08) 0,006
371 142 253+64
sIL-6R(g/mI) | 65 | 1577 g5 35 | (146384 | 0003
56,8 + 46.7 499+499
VEGF(pg/ml) | 65 5219 35 0~ 176.9) NS
s VEGF-R2(pg/ml) | 65 (17 15 (;:? f1221712%) 35 (68975275—i 112228314) <0,001
2174 + 2714 648 + 130
HGF (po/ml) | 76 | 75 17327y | 35 | (as6-o1) | <0001
7.92 10,78 254 + 538
b-FGF(pg/ml) | 76 0 53.5) 35 0 24.92) <0,001
12.41 + 6,64 13,72 + 817
TGF-Br (ng/ml) | 75 | »%s_3328) | 35 | (37 5127) NS
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IL-6 (pg/ml)

= LR - T - -]
) L | | |

p=0,006

1,04

GRUFPA BADANA GRUPA KONTROLNA

Rycina 5. Srednie osoczowe stezenia IL-6 w grupie
badanej i kontrolnej

sIL-6R (ng/ml)

p=0,003

GRUFPA BADANA GRUPA KONTROLNA

Rycina 6. Srednie osoczowe stezenia sIL-6R w grupie
badanej i kontrolnej
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NS

VEGF (pg/ml)

GRUFPA BADANA GRUFPA KONTROLNA

Rycina 7. Srednie osoczowe stezenia VEGF w grupie
badanej i kontrolnej

p<0,001

sVEGF-R2 (pg/ml)

GRUPA BADANA GRUPA KONTROLNA

Rycina 8. Srednie osoczowe stezenia sSVEGF-R2 w grupie
badanej i kontrolne;j
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p<0,001

HGF (pg/ml)

GRUPA BADANA GRUPA KONTROLNA

Rycina 9. Srednie osoczowe stezenia HGF w grupie
badanej i kontrolne;.

p<0,001

b-FGF (pg/ml)

- e W dm thoSn -] b

GRUPA BADANA GRUPA KONTROLNA

Rycina 10. Srednie osoczowe stezenia b-FGF w grupie
badanej i kontrolnej
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NS

TGF (ng/ml)

GRUPA BADANA GRUPA KONTROLNA

Rycina 11. Srednie osoczwe stezenia TGF-B1 w grupie
badanej i kontrolnej

4.2. Ocena korelacji pomiedzy wybranymi osoczowymi stezeniami cytokin i ich

rozpuszczalnymi receptorami u chorych na szpiczaka mnogiego

Analiza przedstawiona w formie macierzy korelacji w tabeli 6 wskazuje
na istnienie statystycznie znamiennej dodatniej wspoétzaleznosci pomiedzy
osoczowymi stezeniami cytokin i ich rozpuszczalnych receptoréw w grupie
pacjentdow de novo rozpoznanych, nie leczonych (grupa N):

e |L-6islIL-6R (r=0,471 ; p=0,03)

e HGF islL-6R (r=0,438 ; p=0,04)

e HGF i sVEGF-R2 (r=0,481 ; p=0,02)
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Tabela 6. Zaleznos¢ pomiedzy badanymi cytokinami i ich rozpuszczalnymi
receptorami w grupie dotychczas nieleczonych pacjentéw (grupa N)

Cytokiny i
rozpuszczalne |slL-6R|VEGF SR\QEGF HGF |b-FGF | TGF-B4
receptory
r 0,471 {0,386 {0,201 |0,368 |-0,182 |0,182
IL-6 p |0,03 (0,08 (0,37 0,09 (0,42 0,42
r 0,011 {0,302 0,438 |-0,021 |-0,036
sIL-6R p 0,96 (0,17 0,04 10,92 0,87
r 0,223 |0,166 |-0,274 |0,405
VEGF p 0,32 0,46 |0,22 0,06
r 0,481 |-0,131 |-0,084
SVEGF-R2 p 0,02 (0,56 0,71
r -0,002 |-0,195
HGF p 0,99 10,31
r 0,157
b-FGF p 0,42

r — wspotczynnik korelacji Pearsona

p — poziom prawdopodobienstwa istotnos¢ dla p<0,05

n — liczna oznaczen dla ktorych obliczono wspotczynnik korelacii
W kolorze czerwonym zaznaczono istotne statystycznie korelacje.

W tabeli 7 przedstawiono macierz korelacji analizowanych osoczowych
stezen cytokin i ich rozpuszczalnych receptorobw w grupie S - pacjentéw
poddanych leczeniu w roznym okresie czasu, przed badaniem.

Znamienng dodatnig wspotzaleznos¢ wykazano pomiedzy:

e HGFilL-6 (r=0,742 ; p=0,001)
e b-FGF i HGF (r=0,345 ; p=0,02)
e TGF-B1iVEGF (r=0,544 ; p=0,001)
Natomiast znamienng ujemng wspotzaleznos¢ wykazano pomiedzy:
e b-FGF islIL-6R (r=-0,346 ; p=0,02)
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Tabela 7. Zalezno$¢ pomiedzy badanymi cytokinami i ich rozpuszczalnymi
receptorami w grupie pacjentéw poddanych terapii (grupa S)

Cytokiny i SVEG
rozpuszczalne |slL-6R | VEGF FR2 HGF b-FGF | TGF-B4
receptory
r 1-0,079|-0,021 {0,020 [0,742 |0,054 |0,110
IL-6 p(0,62 (0,89 |0,90 (0,001 0,73 0,49
r 0,142 |-0,013|0,086 |-0,346 |-0,075
sIL-6R p 0,36 (0,93 0,58 0,02 0,64
r -0,50 |0,051 |-0,091 |0,544
VEGF p 0,75 |0,75 0,56 |0,001
r -0,096 |-0,101 |0,056
sVEGF-R2 |p 0,54 0,52 10,72
r 0,345 |0,163
HGF p 0,02 0,28
r 0,050
b-FGF p 0,74

r — wspoétczynnik korelacji Pearsona

p — poziom prawdopodobienstwa istotnos¢ dla p<0,05

n — liczba oznaczen dla ktérych obliczono wspotczynnik korelaciji
W kolorze czerwonym zaznaczono istotne statystycznie korelacje.

4.3. Osoczowe stezenia cytokin oraz ich rozpuszczalnych receptoréw

u chorych przed i po rozpoczeciu leczenia

U chorych na MM przed rozpoczeciem leczenia (grupa N) stwierdzono
znamiennie wyzsze osoczowe stezenia HGF (p<0,001), IL-6 (p<0,001) oraz
sIL-6R (p<0,001) w poroéwnaniu do grupy kontrolnej. Ponadto w grupie N
stwierdzono istotnie wyzsze osoczowe stezenia b-FGF (p=0,012) w poréwnaniu
do grupy kontrolnej. Natomiast w grupie tej osoczowe stezenia sVEGF-R2/KDR
byly znamiennie nizsze w poréwnaniu do grypy kontrolnej (p=0,0029).
Zaobserwowano takze wyzsze wartosci osoczowych stezen VEGF
(64,5 = 52,6 pg/ml) w grupie N w poréwnaniu do grupy kontrolnej
(49,9 £ 44,9 pg/ml), jednak réznice te nie byly istotne statystycznie.
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Nie wykazano roéznic pomiedzy stezeniami TGF-31 w badanych grupach.

Powyzsze analizy przedstawiono w tabeli 8.

Tabela 8. Stezenia cytokin i rozpuszczalnych receptoréw cytokin w grupie
pacjentow nie leczonych (N) w poréwnaniu z grupg kontrolng

Cytokiny i GRUPA
kontrola N
rozpuszczalne > 3D o ) p
receptory n X = X =
(min-max) (min-max)
Lepgm |35 | PO 22 | (220 | <0001
sIL-6R(ng/ml) | 35 (?2’2 £ 2) 22 ‘(‘221’9_1713%? <0,001
49,9 + 44,9 64,5 + 52,6
VEGF(pg/ml) | 35 © - 176.9) 2 | ae-1rss | NS
s VEGF-R2(pg/ml)| 35 (68975275_i 112228;4) 22 (27777354_1122070278) 0,029
HGF (ogim) | 38 648 + 130 2o | 20071660 | oo
(426 — 916) (475 — 7317)
b-FGF(pg/ml) | 35 %5_5 ;-’452? 29 763{14191 ’61)1 0,012
13,72 + 8,17 14,24 + 7,00
TGF-Bi(ng/ml) | 35 | 37 5hn | 29| gi3- a5 | NS

U chorych na MM objetych

leczeniem antyproliferacyjnym, przed

wigczeniem do badania (grupa S) stwierdzono znamiennie wyzsze osoczowe
b-FGF (p<0,001),

(p<0,001) w poréwnaniu do grupy kontrolnej. W grupie S osoczowe stezenia

stezenia HGF (p<0,001),

IL-6 (p<0,001) oraz sIL-6R

sVEGF-R2/KDR byty znamiennie nizsze w poréwnaniu do grupy kontrolnej

(p=0,004). Nie wykazano roznic pomiedzy osoczowymi stezeniami VEGF i

TGF-B4 w badanych grupach. Powyzsze analizy przedstawiono w tabeli 9.
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Tabela 9. Stezenia cytokin i rozpuszczalnych receptorow cytokin
w grupie pacjentow poddanych terapii (S) w poréwnaniu z grupg kontrolng

Cytokiny i GRUPA

rozpuszczalne kontrola S p
n x+SD n x+SD
receptory (min-max) (min-max)

Lepgm |35 | NESLE as | (MRS | <0001
sIL-6R(ng/ml) | 35 (fi’g * 2;342) 43 (fg’; * ;g’j) <0,001
VEGF(pg/ml) | 35 ‘(‘g'_g ;-’7‘(‘3459)’ 43 5(25’9_12‘113’)4 NS

8725 + 1281 7407 + 2188
s VEGF-R2(pg/ml) | 35 | 6957 _12034) | *3 | (1103 —11947) | 9004
o o) || S804y | ZTET0 T
b-FGF(pg/ml) | 35 f(’ff’ 21455? 47 8’(%1_15;05?9 <0,001
1372 £ 8,17 11,26 £ 6,20
TGF-ing/ml) |35 | 22500 | 46 | 583 26.29) NS

4.4. Stezenia cytokin i ich rozpuszczalnych receptoréw w osoczu w zaleznosci

od czasu leczenia.

W wyniku poréwnania badanych parametrow w grupach chorych N i S

wykazano jedynie znamiennie podwyzszone $rednie osoczowe stezenia

TGF-B4 w grupie N w poréwnaniu do grupy S (p=0,025). Natomiast osoczowe

stezenia pozostatych badanych cytokin i ich rozpuszczalnych receptorow, nie

réznity sie w badanych grupach N i S (tabela 10).
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Tabela 10. Zestawienie osoczowych stezen cytokin i ich rozpuszczalnych
receptoréow w grupach N i S

Cytokiny i < GRUPA <
rozpuszczalne p
n x+ SD n x+ SD
receptory (min-max) (min-max)
L6(oa/m] by | 1722207 43| 118%385 NS
(pg/mi) (0— 241,8) (0 - 251,13)
sIL-6R(ng/ml) | 22 | 429159 | 441 341+124 NS
9 (21 -78,3) (15,7 — 72,4)
64,5+ 52,6 52,9+ 434
VEGF(pgiml) | 22 | 0T TaL | 43 & 1o NS
7734 £ 2007 7407 + 2188
s VEGF-R2(pg/ml)| 22 | 0775 " 12728) | *3 | (1103-11947) | NS
HGF (pg/ml) | 20 | A RN | a7 | 22TTEO0 | NS
o-FGF(pgmi) | 20 | THTES a7 | SETEDY | s
14,24 £ 7,00 11,26 £ 6,20
TGF-beta1(ng/ml) | 29 (6,53 — 33.25) 46 (2,83 — 26.29) 0,025

Poréwnanie stezenia slL-6R w zaleznosci od czasu trwania terapii
wykazuje znamiennie nizsze stezenia w grupie chorych leczonych ponad trzy

lata w poréwnaniu do grupy pacjentéw z de novo rozpoznanym MM (rycina 12).

' p=0,02
30 43,7

sIL-6R (ng/ml)

przed do 2 lat 2-3 1t 3lat
leczeniem

Czas stosowania terapii

Rycina 12. Osoczowe stezenia sIL-6R u chorych na MM w zaleznosci od
czasu trwania leczenia
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Podobnie u chorych leczonych ponad trzy lata, osoczowe stezenie TGF-31 byto

nizsze, niz u pacjentow w chwili rozpoznania choroby. (p=0,04) (rycina 13).

' p=0,04

[
—]

14,11

ot
th

TGF (ng/ml)

przed do 2 lat 2-3 lat 3 lat
leczeniem

Czas stosowania terapii

Rycina 13. Osoczowe stezenia TGF-f31 u chorych na MM w zalezno$ci od
czasu trwania leczenia

Analiza porownawcza osoczowych stezen cytokin oraz ich
rozpuszczalnych receptorow w grupie pacjentéw z MM wskazata, iz réznity sie
one w zaleznosci od czasu prowadzenia terapii. Wykazano takze rdznice
badanych parametrow w poréwnaniu z grupg kontrolng. Osoczowe stezenia
HGF, IL-6, sIL-6R i b-FGF w grupie N, S1, S2 i S3 byly istotnie wyzsze w
poréwnaniu z grupg kontrolng (K) (p<0,001). Natomiast osoczowe stezenia
s VEGF R2 w grupie N, S1, S2 i S3 byly istotnie nizsze niz w grupie kontrolne;j
(K) (p<0,001).

Nie  stwierdzono réznic  pomiedzy  osoczowymi  stezeniami
VEGF i TGF-B1 w badanych grupach (tabela 11).
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Tabela 11. Zestawienie osoczowych stezen cytokin i ich rozpuszczalnych
receptoréw w poszczegolnych podgrupach chorych i w grupie kontrolnej

Cytokiny i
rozpuszczalne GRUPA n x+SD min-max p
receptory
K 35 1,05+1,12 0-3,04
N 21 18,03 £+ 51,83 0-241,8 0<0,001
IL-6(pg/ml) S1 12 7,21 +7,58 0 — 25,69 ’
S2 9 6,34 £ 7,96 0 — 20,81
S3 16 | 19,80+62,30 | 0-—251,13
K 35 253+6,43 14,6 — 38,4
N 21 | 43,79 +15,72 21-78,3 0<0,001
sIL-6R(ng/ml) S1 12 | 34,02+£12,77 | 215-724 ’
S2 9 34,02+ 13,72 | 16,6 — 57,1
S3 16 | 32,92+ 11,29 | 15,8 -59,3
K 35 49,9+449 0-176,3
N 21 | 64,87 £53,90 | 13,56 — 175,5
VEGF(pg/ml) S1 12 | 71,69+£64,67 | 23,9-219 NS
S2 9 39,27 + 29,72 13-101,2
S3 16 | 40,68 £ 23,76 13,4 — 97
K 35 8725 + 1281 | 6957 — 12234
N 21 7652 + 2019 | 3775 -12728 0=0,03
s VEGF-R2(pg/ml) S1 12 7874 £ 2545 | 4296 — 11693 ’
S2 9 6985 + 1706 | 4224 — 9140
S3 16 7278 £ 2143 [ 1103 — 10642
K 35 648 + 130 426 — 916
N 28 2001 £ 1690 475 - 7317 0<0,001
HGF (pg/ml) S1 13 2570 + 3489 | 643 — 13515 ’
S2 11 2186 + 2306 831 —8413
S3 16 2073 £4089 | 604 — 17327
K 35 2,55 +5,39 0 —24,22
N 28 7,71 £11,22 0-49,6 0<0,001
b-FGF (pg/ml) S1 13 | 10,54 £ 15,83 0-53,5 ’
S2 11 7,10 £ 5,97 0-20,6
S3 16 5,68 + 6,07 0-23,13
K 35 13,72 £ 8,17 3,7-51,27
N 28 14,11 +£7,09 | 6,53 -33,25
TGF-B1 (ng/ml) S1 13 11,91 + 6,06 3,33 —-25,1 NS
S2 11 12,39£7,95 | 4,26 — 26,29
S3 16 9,60 + 4,38 4,07 — 16,74

W tabeli

hemoglobiny, ptytyk krwi, aktywnoscig LDH, stezeniem mocznika, kreatyniny

12 przedstawiono wspotzaleznosci pomiedzy wartosciami
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oraz wapnia w surowicy Kkrwi, a stezeniami badanych cytokin oraz

rozpuszczalnych receptorow cytokin w osoczu krwi, w grupie N.

Tabela 12. Zestawienie wspotzaleznosci pomiedzy wartosciami hemoglobiny,
ptytek krwi, aktywnoscig LDH, stezeniem mocznika, kreatyniny oraz wapnia w
surowicy krwi, a osoczowymi stezeniami badanych cytokin oraz ich
rozpuszczalnymi receptorami w grupie N

IL-6 |[sIL-6R |VEGF |2 |HGF |b-FGF ;GF

Hb r [-0,501 [-0,600 [-0,200 [-0,238 [-0,345 [0,052 |0,284
p |0,02 |0,001 |0,38 |0,30 |0,08 [0,80 |0,15

PLT r [-0,263 [-0,508 [0,274 [0,175 [-0,449 [-0,059 [0,205
p|025 |002 |023 045 002 0,77 0,31

Mocznik r 10,021 [0,561 [0,118 [0,506 0,043 [-0,006 [-0,219
p|095 [005 |0,70 |0,08 |0,87 [0,98 0,40

Kreatynina r 10,125 0,437 [0,318 [0,490 [0,009 [-0,114 [-0,199
068 |04 [0,29 |0,09 [097 |066 |0,44

Wapn r 10,279 [-0,217 [0,450 (0,279 0,043 [-0,221 [0,259
p|031 |044 [009 |031 |087 [038 0,30

LDH r 10,176 0,319 [-0,059 [0,170 [0,118 [-0,348 [-0,536
p|057 |029 |085 |058 |065 |07 |0,03

r — wspotczynnik korelacji Pearsona

p — poziom prawdopodobienstwa istotnos¢ dla p<0,05

n — liczba oznaczen dla ktorych obliczono wspotczynnik korelacii
W kolorze czerwonym zaznaczono istotne statystycznie korelacje.

Analiza wykazata, iz w grupie tej wystepuje statystycznie znamienna
dodatnia wspétzaleznos¢ pomiedzy:

e stezeniami mocznika i sIL-6R (r=0,506 ; p=0,05)

Ponadto analiza wykazata, iz w grupie tej wystepuje statystycznie
znamienna ujemna wspoizaleznos$é pomiedzy:
e wartoscig Hb i stezeniem IL-6 (r=-0,501 ; p=0,02)
wartoscig Hb i stezeniem slL-6R (r=-0,600 ; p=0,001)
wartoscig PLT i stezeniem slL-6R (r=-0,508 ; p=0,02)
wartoscig PLT i stezeniem HGF (r=-0,449 ; p=0,02)
aktywnoscig LDH i stezeniem TGF-f1 (r=-0,536 ; p=0,03)
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W tabeli 13 przedstawiono wspédtzaleznosci pomiedzy wartosciami
hemoglobiny, ptytek krwi, aktywnoscig LDH, stezeniem mocznika, kreatyniny
oraz wapnia w surowicy krwi, a stezeniem badanych cytokin oraz

rozpuszczalnych receptoréw cytokin w osoczu krwi, w grupie S.

Tabela 13. Zestawienie wspétzaleznosci pomiedzy wartosciami hemoglobiny,
ptytek krwi, aktywnoscig LDH, stezeniem mocznika, kreatyniny oraz wapnia w
surowicy krwi, a osoczowymi stezeniami badanych cytokin oraz ich
rozpuszczalnymi receptorami w grupie S.

-6 |sIL-6R |VEGF |SVECG |HGF |b-FGF |[CF
F-R2 B
Hb r |-0,230 |-0,013 |0185 |0,266 |-0,297 |-0,163 | 0,309

p (0,17 10,94 0,27 |0,11 0,07 0,32 |0,06

PLT r |-0,167 |-0,021 |0,186 |0,302 |-0,092 {0,065 |0,366
pl032 |09 0,27 |0,07 (0,58 (0,69 0,02

Mocznik r {0,450 |0,214 (0,382 |0,123 |0,171 |-0,060 |0,277
p|003 (033 0,07 |058 0,41 0,78 0,18

Kreatynina r {0,432 0,028 |0,099 |0,210 |0,087 {0,000 |0,090
p (004 |09 (065 |0,34 |0,68 1,00 |0,67

Wapn r {0,071 |0,043 |0,164 |-0,000 |0,056 |-0,303 |-0,264
p 0,75 10,85 |0,46 1,00 (0,79 0,14 (0,20

LDH r |-0,207 |0,172 |0,292 |-0,073 |-0,278 |-0,503 |-0,278
p 0,41 049 024 (0,77 (0,24 0,02 (0,24

r — wspoétczynnik korelacji Pearsona

p — poziom prawdopodobienstwa istotnos¢ dla p<0,05

n — liczna oznaczen dla ktérych obliczono wspotczynnik korelaciji
W kolorze czerwonym zaznaczono istotne statystycznie korelacje.

Analiza wykazata, iz w grupie tej wystepuje statystycznie znamienna
dodatnia wspétzaleznos¢ pomiedzy:
o stezeniami mocznika i IL-6 (r=0,450 ; p=0,03)
o wartoscig PLT i stezeniem TGF-B1 (r=0,366 ; p=0,02)
o stezeniami kreatyniny i IL-6 (r=0,432 ; p=0,04)

Ponadto analiza wykazata, iz w grupie tej wystepuje statystycznie
Znamienna ujemna wspoizaleznosé pomiedzy:

o aktywnoscig LDH i stezeniem TGF-f31 (r=-0,503 ; p=0,02)
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W tabeli 14 przedstawiono zestawienie wspoétzaleznosci pomiedzy
stezeniami poszczegolnych frakcji elektroforetycznych biatek surowicy krwi oraz
stezeniem CRP i Bamikroglobuliny, a stezeniami badanych cytokin oraz

rozpuszczalnych receptoréw cytokin w grupach N i S tgcznie.

Tabela 14. Zestawienie wspotzaleznosci pomiedzy stezeniami poszczegdinych
frakcji elektroforetycznych biatek surowicy krwi oraz stezeniem CRP i
B2mikroglobuliny, a osoczowymi stezeniami badanych cytokin oraz ich
rozpuszczalnymi receptorami w grupie N i S fgcznie.

IL-6 |sIL-6R | VEGF |svecrRe | HGE | b-FGF T§1F'
Albumina | r |-0,018 | 0,162 | 0.174 | 0257 |-0.171| -0.437 | -0,158
(/) o| 089 | 022 | 019 | 005 | 016 | 0,001 | 020
Alfa 1 globulina | r | 0,581 | 0,055 | 0,051 | 0,106 | 0,456 | -0,133 | 0,036
(a/l) 0| 0001| 068 | 071 | 043 |0001| 028 | 077
Alfa 2 globulina | r | 0,464 | 0,071 | 0.147 | 0,206 | 0,161 |-0.202, | -0,137
(/) o| 0001|060 | 027 | 042 | 019 | 0,10 | 027
Beta globulina | r | -0,008 | 0,015 | 0,074 | -0,095 | 0,402 | 0,584 | 0.103
(/) o| 095 | 091 | 058 | 048 |0.001| 0001 | 041
Gamma | r |-0.181] 0,059 | 0114 | -0.147 |-0.242 | -0.023 | 0,088
globulina |p| 017 | 0,66 | 040 | 027 | 005 | 0,85 | 0,48
(a/l)
Biatko r 120255 | 0.071 | -0.051 | -0.198 |-0.114| 0.231 | 0.127

catkowite (g/l) |p| 0,05 | 0,59 | 0,70 | 0,13 | 0,35 | 0,06 | 031

-

CRP (mg/l) 0,619 | 0,739 | 0,195 | 0,201 | 0,361 | -0,217 | 0,281

p| 0,03 | 0,01 0,54 0,53 | 0,15 | 0,40 | 0,27

Bomikroglobulina | r | 0,307 | 0,391 | 0,356 | -0,217 |-0,124 | -0,293 | 0,008
(mg/dl) p| 0,29 | 0,17 | 0,21 0,46 | 0,63 | 0,24 | 0,98

r — wspotczynnik korelacji Pearsona

p — poziom prawdopodobienstwa istotnos¢ dla p<0,05

n — liczba oznaczen dla ktorych obliczono wspotczynnik korelacii
W kolorze czerwonym zaznaczono istotne statystycznie korelacje.
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Analiza wykazata, iz wystepuje statystycznie znamienna dodatnia
wspotzaleznos¢ pomiedzy:

e stezeniami albuminy i sVEGF R2 (r=0,257 ; p=0,05)

e stezeniami alfa1 globuliny i HGF (r=0,456 ; p=0,001)

e stezeniami alfa1 globuliny i IL-6 (r=0,581 ; p=0,001)

e stezeniami alfa2 globuliny i IL-6 (r=0,464 ; p=0,001)

e stezniami beta globuliny i HGF (r=0,402 ; p=0,001)

e stezeniemi beta globuliny i b-FGF (r=0,584 ; p=0,001)

e stezeniami CRP i IL-6 (r=0,619 ; p=0,03)

e stezeniami CRP i sIL-6R (r=0,739 ; p=0,01)

Ponadto wykazano statystycznie znamienng ujemna wspotzaleznosc
pomiedzy:

e stezeniami albuminy i b-FGF (r=-0,437 ; p=0,001)

e stezeniami gamma globuliny i HGF (r=-0,242 ; p=0,05)

e stezeniami biatka catkowitego i IL-6 (r=-0,255 ; p=0,05)

4.5. Ocena stezen cytokin i rozpuszczalnych receptoréw cytokin w zaleznosci

od progresji choroby.

W grupie S (47 pacjentéw), u ktérych leczenie trwato ponad rok oceniano
odpowiedz na zastosowang terapie antyproliferacyjng. Sprawdzano czy
wystgpita progresja, opornos¢ na leczenie, czy tez osiggnieto remisje badz
czesciowg remisje choroby. Analize oparto o ocene szpiku kostnego (odsetek
patologicznych plazmocytow w biopsji aspiracyjnej), parametréow biatkowych
(immunoelektroforeza biatek surowicy krwi) oraz biochemicznych (stezenie
CRP, B2 mikroglobuliny, wapn). Analizie statystycznej poddano 41 chorych z
grupy S. U 23 chorych (56,1%) zaobserwowano brak progresji choroby
(pozytywng odpowiedz na leczenie), zas u 18 chorych (43,9%) progresje MM.
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W podgrupie odpowiadajgcej na zastosowane leczenie (SBP - bez
progresji  choroby) srednie  osoczowe  stezenie HGF  wynosito
1283 + 1583 pg/ml, zas w podgrupie z progresjg (SZP - wykazujgcej opornos$¢
na leczenie) sSrednie osoczowe stezenie byto 2,5 x wyzsze i wynosito
3555 + 4498 pg/ml (p<0,001). Ponadto stwierdzono, iz $rednie osoczowe
stezenie IL-6 w podgrupie SZP byto wyzsze (19,59 + 58,15 pg/ml), niz w
podgrupie SBP (4,14 £ 5,75 pg/ml), jednak roznica nie byfa istotna
statystycznie. Zbadano réwniez, iz sSrednie osoczowe stezenie b-FGF w
podgrupie SZP bylo wyzsze (9,71 £ 12,51 pg/ml), niz w podgrupie SBP
(6,46 + 9,17 pg/ml), jednak réwniez i tutaj réznica nie byta istotna statystycznie.
Srednie osoczowe stezenia pozostatych cytokin oraz ich rozpuszczalnych

receptorow w badanych grupach nie wykazywaty roznicy (tabela 15).

Tabela 15. Osoczowe stezenia cytokin i ich rozpuszczalnych receptorow,
a wystepowanie progresji choroby.

Cytokiny i Podgrupy chorych
bez progresji MM (SBP) | z progresjg MM (SZP)
rozpuszczalne - <+ SD . «+ SD p
receptory . L
(min-max) (min-max)
4,14 £ 5,75 19,59 + 58,15
IL-6(pg/ml) 20 (0-20,81) 18 (0—251.13) NS
31,2+9,1 384+15,4
sIL-6R(ng/ml) 20 (15.7 — 57.2) 18 (16.6 — 72.4) NS
47,4 + 33,9 55,2 + 54,0
VEGF(pg/ml) 20 (13,4 — 154.5) 18 (5 — 219) NS
7591 £ 1612 7066 + 2682
SVEGF-R2(pg/ml) | 20 | 4504 9470y | 18 | (1103—11047) | NS
1283 + 1583 3555 + 4498
HGF (pg/ml) 23 (580 — 8413) 18 (954 — 17327) <0,001
6,46 +9,17 9,71 +£12,51
b-FGF(pg/ml) 23 (0 — 33.1) 18 (1 — 53.,5) NS
10,84 + 6,28 12,33 + 6,33
TGF-beta1(ng/ml) | 22 (2,83 — 25.10) 18 (4,07 — 26.29) NS
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4.6. Analiza krzywych ROC dla wybranych parametréw jako czynnikow

prognostycznych szpiczaka mnogiego

Ocena osoczowego stezenia HGF pozwolita na stwierdzenie braku
odpowiedzi na zastosowane leczenie z 94,4 % czutoscig i 73,9 % swoistoscig
przy wartosciach powyzej 1048 pg/ml.

Powierzchnia pod krzywg ROC wykreslong dla pozostatych cytokin i
rozpuszczalnych receptoréw cytokin wahata sie od 0,50 do 0,64. Taki wynik
wskazywat na brak zdolnosci dyskryminacyjnej tych parametréw do oceny
progresji choroby, co przedstawiono na rycinie 14.

W tabelach od 16 do 23 przedstawiono analize krzywych ROC dla
poszczegodlnych cytokin i rozpuszczalnych receptoréw cytokin celem okreslenia

czynnika dyskryminujgcago progresje choroby.

Tabela 16. Osoczowe stezenia cytokin i ich rozpuszczalnych receptoréw -
analiza krzywych ROC

Cytokiny i wartosé czutosc swoistos¢
rozpuszczalne krvtvezna wartos¢ | 95% przedziat | wartos¢ | 95% przedziat
receptory Yy (%) ufnosci (%) ufnosci

IL-6 351 611 | 357-827 | 700 | 457-881
(pg/ml)
slL-6R 3769 | 389 | 215-692 | 900 | 683-987
(ng/ml)
VEGF 45,2 444 | 215-692 | 700 | 457—88.1
(pg/ml)
SVEGF-R2 7305 | 666 | 409-866 | 550 | 315-76.9
(pg/ml)
HGF 1048 | 944 | 727-998 | 739 | 516-89.8
(pg/ml)
b-FGF 1,49 944 | 727-998 | 435 | 232-655
(pg/ml)
TGF-Bs 1507 | 389 | 17.2-642 | 863 | 651—97.1
(ng/ml)
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Tabela 17. Ocena metodg krzywej ROC zdolnosci diagnostycznej osoczowego
stezenia IL-6 od odpowiedzi na leczenie

IL-6 (pg/ml)
n <3,51 >3,51 P
brak odpowiedzi 18 7 11
odpowiedz 20 14 6 NS
pozytywna

Tabela 18. Ocena metodg krzywej ROC zdolnosci diagnostycznej osoczowego
stezenia slL-6R od odpowiedzi na leczenie

n sIL-6R (pg/ml)
<37,69 >37,69 P
brak odpowiedzi 18 11 7
odpowiedz 20 18 2 NS
pozytywna

Tabela 19. Ocena metodg krzywej ROC zdolnosci diagnostycznej osoczowego
stezenia VEGF od odpowiedzi na leczenie

N VEGF (pg/ml)
<4523 >45,23 P
brak odpowiedzi 18 10 8
odpowiedz 20 14 6 NS
pozytywna
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Tabela 20. Ocena metodg krzywej ROC zdolnosci diagnostycznej osoczowego
stezenia sVEGFR-2 od odpowiedzi na leczenie

sVEGF-R2 (pg/ml)

n <7306 >7306 P
brak odpowiedzi 18 6 12
odpowiedz 20 11 9 NS
pozytywna

Tabela 21. Ocena metodg krzywej ROC zdolnosci diagnostycznej osoczowego
stezenia HGF od odpowiedzi na leczenie

n HGF (pg/ml)
<1048 >1048 P
brak odpowiedzi 18 1 17
odpowiedz 23 17 6 <0,001
pozytywna

Tabela 22. Ocena metodg krzywej ROC zdolnosci diagnostycznej osoczowego
powiedzi na leczenie

stezenia b-FGF od od

b-FGF (pg/ml)

" <149 >1,49 P
brak odpowiedzi 18 1 17
odpowiedz 23 10 13 0,018
pozytywna

Tabela 23. Ocena metodg krzywej ROC zdolnosci diagnostycznej osoczowego
stezenia TGF-B1 od odpowiedzi na leczenie

TGF-B1 (pg/ml)

n <15,07 >15,07 P
brak odpowiedzi 18 11 7
odpowiedz 23 19 3 NS
pozytywna
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5. Dyskusja

Badania ostatnich lat potwierdzity istotne znaczenie cytokin oraz ich
rozpuszczalnych receptoréow w biologii szpiczaka mnogiego. Dowiedziono, iz te
drobnoczasteczkowe glikoproteiny  kontrolujg proliferacje, rdznicowanie
i apoptoze komodrek szpiczakowych. Nieprawidtowe, czesto zwiekszone
wydzielanie cytokin przez podscielisko szpiku kostnego odgrywa wazng role w
patogenezie niektorych objawdw klinicznych, np. zmian kostnych.

Wyniki przeprowadzonych badan wiasnych zaowocowaly interesujgcymi
obserwacjami, ktére wydajg sie by¢ istotne w patofizjologii i patogenezie
szpiczaka mnogiego. W wielu analizach dowiedziono, iz osoczowe stezenia
IL-6 oraz slL-6R pozostajg podwyzszone u chorych na MM i korelujg
Z zaawansowaniem procesu nowotworowego [5, 90].

W badanich wiasnych wsréd analizowanych pacjentow (grupa N i S)
Srednie osoczowe stezenia IL-6 wynosity 13,65 + 42,61 pg/ml, zas w grupie
kontrolnej 1,04 £ 1,12 pg/ml (p=0,006). Natomiast Srednie osoczowe stezenia
sIL-6R u chorych wynosity 37,1 + 14,2 ng/ml i odpowiednio w grupie kontrolne;j
25,3 + 6,4 ng/ml (p=0,003). Roéwniez w grupie pacjentéw, u ktorych
obserwowano progresje procesu nowotworowego i opornos¢ na leczenie,
Srednie osoczowe stezenia IL-6 byty wyzsze w poréwnaniu do grupy chorych
bez progresji MM (19,59 £ 58,15 pg/ml vs 4,14 + 5,77 pg/ml) - jednak réznice te
nie byty istotne statystycznie. Natomiast wartosci srednich osoczowych stezen
sIL-6R byly wyzsze i wynosity w grupie z progresjag MM: 38,4 + 15,4 mg/ml, za$
w grupie bez progresji choroby odpowiednio: 31,2 £ 9,1 mg/ml - réznice tez nie
byty istotne statystycznie. Powyzsze obserwacje =zostaty potwierdzone
badaniami m.in. Reibneggera i wsp. [90] oraz Bataille i wsp. [5]. Uzyskali oni
zblizone wyniki, ponadto wykazali zaleznosci pomiedzy stezeniem IL-6,
a klinicznym stopniem zaawansowania choroby. U chorych z Il stadium
zaawansowania, wg. Kklasyfikacji Durie i Salmona, stezenie IL-6 byto
Znamiennie wyzsze w porownaniu do pacjentow z | i Il stadium choroby.
Ponadto zauwazono, iz ocena podwyzszonego stezenia IL-6 w surowicy byta
dobrym czynnikiem rokowniczym choroby. Kyrstsonis i wsp. [61] oceniali
stezenie IL-6 w surowicy chorych na szpiczaka mnogiego leczonych

chemioterapig. Stezenie IL-6 w surowicy znacznie podwyzszone przed
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rozpoczeciem leczenia, zmniejszato sie do wartosci nieoznaczalnych w czasie
remisji hematologicznej. Ponowny, stopniowy wzrost stezenia IL-6
obserwowano w okresie nawrotu choroby [61].

Interleukina-6 jest gtdbwnym czynnikiem wzrostowym patologicznych
plazmocytow i odgrywa kluczowg role w patofizjologii choroby [2, 54, 131].
Poszukujac Zrodta jej pochodzenia Kawano i wsp. [55] udowodnili,
iz nowotworowe plazmocyty mogg wydziela¢ IL-6 samodzielnie na drodze
autokrynnej. Nieco po6zniej Klein i wsp. [54], Uchiyama i wsp. [112] oraz
Lokhorst i wsp. [64] stwierdzili, iz komérki szpiczakowe mogq indukowac
sekrecje IL-6 w podscielisku szpiku kostnego poprzez bezposredni kontakt
lub wydzielanie VEGF. Z kolei Rawstron i wsp. [85] badajac ekspresje antygenu
CD126 (podjednostka a receptora dla IL-6) zauwazyli jego obecnos¢ jedynie na
komérkach szpiczakowych, nie znajdujgc go na powierzchni prawidiowych
plazmocytow. IL-6 doprowadza do rozrostu nowotworu nie tylko poprzez
bezposrednie  pobudzanie proliferacji, ale i hamowanie apoptozy
nowotworowych plazmocytéw [15, 38, 63]. Ponadto stwierdzono, iz przeciwciata
monoklonalne anty-IL-6 hamowaty wzrost komorek szpiczakowych in vitro
i in vivo, za$ proby leczenia pacjentow przy ich udziale, cho¢ na razie znacznie
ograniczone, przynoszg obiecujace rezultaty [54, 109, 131].

Produkcja IL-6 przez komorki podscieliska szpiku kostnego jest
stymulowana m. in. przez TNF-a, IL-1B, TGFB¢ oraz IL-4 [110]. Cytokiny: IL-6
i IL-1B posiadajg wiasciwosci wzajemnej regulacji swych stezen. Istotng role
w pobudzeniu sekrecji IL-6 petni rowniez naczyniowo-$rodbtonkowy czynnik
wzrostu, natomiast IL-6 posiada wiasciwos$ci stymulujgce produkcje VEGF [20].
VEGF oraz inne cytokiny proangiogenne odgrywajg zasadniczg role w
neowaskularyzacji szpiku kostnego u chorych na MM. Nowotworowa
angiogeneza to temat, ktérym zajmowali sie m.in. Vacca i wsp. [121, 122],
ktérzy porownywali powierzchnie zajmowang przez drobne naczynia
krwiono$ne znajdujgce sie na przekrojach preparatéw szpiku kostnego chorych
na szpiczaka mnogiego i osob zdrowych. Powierzchnia obejmujgca przekroje z
drobnymi naczyniami krwionosnymi byta znamiennie wieksza w grupie chorych
z aktywng postacia MM w poréwnaniu do pacjentdw z nieaktywng postacig
choroby, MGUS i osobami zdrowymi. Ponadto oceniano zdolnosci

patologicznych  plazmocytbw do stymulacji angiogenezy in  vitro.
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Najbardziej aktywne byty w tym wzgledzie plazmocyty chorych
z zaawansowang postacig szpiczaka mnogiego. Co wiecej, stwierdzono silng
korelacje aktywno$ci angiogennej plazmocytow szpikowych z gestoscig naczyn
krwionosnych w macierzystym szpiku kostnym, z ktérego zostaty pobrane.

Nieco innej metody pomiaru gestosci drobnych naczyn krwionosnych,
opartej na liczeniu komorek znaczonych specyficznymi przeciwciatami
przeciwko antygenom Srodbtonka (m. in. CD34, CD31, czynnikowi
von Willebranda, trombomodulinie) uzywali w swych badaniach: Rajkumar
i wsp. [92], Sjak-Shie i wsp. [106], Sezer i wsp. [104, 105] i Cheng i wsp. [17].
Obserwacije ich byly zgodne, za$ obliczany wskaznik gestosci drobnych naczyn
krwionosnych (microvessel density - MVD) byt istotnie podwyzszony w szpiku
kostnym chorych na MM w poréwnaniu do oséb zdrowych i korelowat
z klinicznym przebiegiem nowotworu.

Badania dotyczgce wptywu stosowanego leczenia na stopien angiogenezy
w szpiczaku mnogim nie sg jednoznaczne. Rajkumar i wsp. [92] poréwnywali
wskaznik MVD u 13 chorych przed i po leczeniu wysoko-dawkowang
chemioterapig z przeszczepieniem komoérek macierzystych. Nie stwierdzono
istotnego statystycznie zmniejszenia MVD u chorych, ktorzy osiggneli
czesciowg lub catkowitg remisje po leczeniu. Na tej podstawie stwierdzono,
iz zwiekszone unaczynienie szpiku kostnego nie ulega regresji u chorych
utrzymujac sie nawet w okresie catkowitej remisji hematologicznej. Odmienne
spostrzezenia poczynili Sezer i wsp. [105] oraz Sjak-Shie i wsp. [106],
donoszgc o zmniejszaniu sie wskaznika MVD w szpiku kostnym w okresie
prowadzonej chemioterapii oraz po jej zakonczeniu. W badaniu Sezera i wsp.
[105] wskaznik MVD malat w grupie chorych reagujacych na leczenie, nie
ulegajac zmianie u pozostatych pacjentow. WartoS¢ wskaznika gestosci
drobnych naczyn krwiono$nych u osob w Il stadium zaawansowania choroby
po osiggnieciu remisji byty taki sam jak u chorych w | stadium MM. Rozbieznos¢
w wynikach badan poszczegdlnych autoréw wydaje sie wskazywaC na
ograniczong warto$¢ wskaznika MVD jako markera skutecznosci terapii
antyangiogennej. Problem ten szczegdtowo omawiat w swoich badaniach
Folkman - pionier w dziedzinie nowotworowej angiogenezy, zajmujacy sie tym
zagadnieniem juz w latach siedemdziesigtych na przyktadzie pacjentow

z guzami litymi [32, 33]. Twierdzit on, iz zmiany MVD zalezg od szybkosci
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obumierania komoérek patologicznych i srodbtonka w czasie leczenia [42].
Przy przewadze obumierania komoérek endotelium wskaznik MVD malat, zas
gdy lizie ulegato wiecej komorek nowotworowych, wskaznik gestosci drobnych
naczyn krwionosnych utegat zwiekszeniu. W zwigzku z tym podczas skutecznej
terapii antyangiogennej wskaznik MVD moze ulega¢ zmniejszeniu, zwiekszeniu,
lub nie ulega¢ zmianie. Wedtug danych Folkmana i wsp., zmniejszanie sie MVD
w czasie terapii antyangiogennej sugeruje, iz dany lek jest skuteczny.
Brak takiego efektu (zmniejszenia MVD) nie znaczy jednak, iz badany lek nie
hamuje angiogenezy. Powyzsze rozwazania jednoznacznie wskazujg, iz ocena
zmian wskaznika MVD jako jedynego parametru stuzgcego do okreSlenia
skutecznosci terapii antyangiogennej jest niewystarczajgca. Zatem konieczne
stato sie wyrdznienie innego markera angiogenezy, ktéry korelowatby z efektem
klinicznym stosowanego leczenia. Jak udowodnili Bertolini i wsp.[8] takim
parametrem wydaje sie by¢ ocena stezeh cytokin proangiogennych — VEGF
i b-FGF, zas w badaniach wiasnych ocena osoczowego stezenia HGF.

W badaniach witasnych uzyskane s$rednie osoczowe stezenie VEGF
w grupie chorych na MM wynosito 56,8 + 46,7 pg/ml i bylo podwyzszone
w porownaniu do grupy kontrolnej, gdzie wartosci wynosity: 49,9 + 49,9 pg/ml,
jednak réznica nie byta istotna statystycznie. Natomiast srednie osoczowe
stezenie b-FGF u chorych na MM wynosito 7,92 + 10,78 pg/ml i byto ponad
trzykrotnie wyzsze w stosunku do grupy kontrolnej, gdzie warto$¢ ta wynosita
odpowiednio: 2,54 + 5,38 pg/ml (p<0,001). Ponadto wartosci srednich stezen
HGF w osoczu w grupie chorych na MM wynosity 2174 £ 2714 pg/ml i byty
rowniez ponad trzykrotnie podniesione w stosunku do grupy kontrolnej, gdzie
odpowiednio wynosity 648 + 130 pg/ml (p<0,001). Zauwazono rowniez, iz
srednie stezenie b-FGF w osoczu w grupie chorych z progresja MM byto
wyzsze (9,71 £ 1251 pg/ml), niz w grupie bez progresji MM
(6,46 = 9,17 pg/ml), jednak réznica nie byta istotna statystycznie.
Obserwacje wtasne pokazujg, iz badane markery angiogenezy — wartosci
wybranych osoczowych stezen cytokin proangiogennych sg podwyzszone
u chorych na szpiczaka mnogiego.

Rola b-FGF w patogenezie szpiczaka mnogiego nie zostata do tej pory
optymalnie opracowana. Badania dotyczace ekspresji poszczegdlnych izoform

tej cytokiny i jej receptorow w szpiczakowych liniach komdrkowych podieli
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Witzig i wsp. [120], ktérzy przy uzyciu metod biologii molekularnej badali
wystepowanie mRNA dla czynnikéw FGF 1-7 oraz 9. W Zzadnej z ocenianych
linii komdrkowych nie stwierdzono mRNA czynnikow FGF 1, 3, 4, 6 i 7, podczas
gdy kilka z nich produkowato mRNA dla FGF 2, 5 i 9. Szpiczakowe linie
komoérkowe produkowaty rowniez mRNA receptoréw dla FGF: FGFR-1 (ligand
dla FGF-2 i FGF-5), FGFR-2 (ligand dla FGF-2 i FGF-5) oraz FGFR-4 (ligand
dla FGF-2). Plowright i wsp. [80] badali z kolei efekty obserwowanej u okoto
25% chorych na szpiczaka mnogiego ektopowej ekspresji FGFR-3. Okazato
sie, iz komorki o ekspresji FGFR-3 charakteryzujg sie catkowitg niezaleznoscig
od IL-6, zmniejszonym stopniem apoptozy i nasilong odpowiedzig proliferacyjng
po stymulacji IL-6. W obecnosci FGF-9, liganda FGFR-3, badane komorki
szybciej proliferowaty i byty bardziej zywotne niz komorki z prawidtowg
ekspresjg FGFR-3.

Di Raimondo i wsp. [28], opierajac sie o stopien zaawansowania nowotworu
(choroba ograniczona do szpiku kostnego i z lokalizacjg pozaszpikowaq)
podzielili chorych na dwie grupy. W obu grupach pacjentéw uzyskano
znamiennie podwyzszone stezenia VEGF i b-FGF w szpiku kostnym
w poréwnaniu do surowicy krwi. O podniesionym stezeniu VEGF i b-FGF
w szpiku kostnym i surowicy u chorych na szpiczaka mnogiego donosili réwniez
w swoich badaniach Weber i wsp. [116] oraz Zhu i wsp. [132]. Stezenia
poszczegodlnych cytokin byty znamiennie podwyzszone w szpiku kostnym
w poréwnaniu do krwi obwodowej, co wskazuje, iz najprawdopodobniej szpik
kostny jest gtbwnym miejscem ich wytwarzania.

W Swietle przeprowadzonych badan wifasnych, biorgc pod uwage
odpowiedZz na zastosowane leczenie wydaje sie, iz pomiar osoczowego
stezenia HGF moze by¢ optymalnym markerem prognostycznym rdznicujagcym
pacjentow. Prawdopodobnie im wyzsze osoczowe stezenie HGF tym gorsze
rokowanie i wieksze zaawansowanie choroby. W grupie odpowiadajacej na
zastosowane leczenie (bez progresji) wykazano osoczowe stezenia HGF
o wartosciach 1283 + 1583 pg/ml, za$ w grupie z progresjg choroby
(lub opornos$¢ na leczenie) uzyskano wartosci 3555 + 4498 pg/ml (p<0,001).
Pomiar osoczowego stezenia HGF przy wykorzystaniu krzywych ROC pozwolit
na ocene braku odpowiedzi na zastosowane leczenie z 94,4 % czutoscig

i 73,9 % swoistoscig, przy osoczowych wartosciach stezen powyzej 1048 pg/ml.
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Okoto 70% osoczowego HGF jest metabolizowane w watrobie, a jedynie 10% w
nerkach [34]. HGF zostat pierwotnie wyodrebniony i sklonowany jako silny
czynnik mitogenny hodowli komorek watrobowych. Uczestniczy on
w wewnatrzwatrobowych procesach regeneracyjnych, odgrywa takze role
w modyfikacji przebiegu licznych schorzen. Osoczowe stezenie HGF jest
znacznie wyzsze u chorych na ostre i przewlekte zapalenie watroby w
poréwnaniu do oséb zdrowych [101, 102]. Sposrod wszystkich odmian ostrego
zapalenia watroby, najwyzszy poziom HGF wystepuje w przypadku hepatitis C.
Ponadto, podwyzszony poziom HGF w osoczu przemawia za znacznym
zaawansowaniem klinicznym marskosci watroby po hepatitis C oraz u chorych
z przewlektym zapaleniem watroby [128]. Podniesione stezenie HGF
stwierdzono takze u chorych na raka watrobowokomérkowego (HCC)
i watrobiaka zarodkowego (hepatoblastoma), przy czym stezenie HGF jest
wyzsze u chorych na HCC z przerzutami, niz w przypadkach ich braku.
Pozwala to przypuszczac, iz HGF moze stanowi¢ marker biologiczny, przydatny
w diagnostyce i monitorowaniu przebiegu HCC [47]. Wysokie osoczowe
stezenie HGF wystepuje u chorych na bakteryjne zapalenie ptuc. U pacjentow,
u ktorych zastosowana terapia przyniosta poprawe kliniczng stwierdzano
zmniejszenie poziomu HGF, natomiast w przypadkach opornych na leczenie,
stezenie HGF utrzymywato sie na wysokim poziomie. Swiadczyto to o zwigzku
pomiedzy wartoscig stezenia HGF, a rokowaniem w zapaleniu ptuc [66, 77].

W chorobie niedokrwiennej serca nie obserwowano podwyzszonego
osoczowego stezenia HGF, natomiast zawatowi serca towarzyszyt znaczny
wzrost jego poziomu, ktory korelowat z aktywnoscig kinazy kreatynowej
i CK-MB, przy czym wzrost stezenia HGF nastepowat znacznie wczes$niej bo
juz po 3 godzinach od zamkniecia tetnicy wiencowej. W zwigzku z tym wydaje
sie, ze osoczowy poziom stezenia HGF moze stuzyC jako wczesny marker
zawatu serca [129]. Poziom stezenia HGF moze réwniez odzwierciedlaé
ewolucje zmian i rokowanie w zawale serca. U 0s6b z chorobg niedokrwienng
serca obok oceny stezenia troponiny, CK-MB i HGF w osoczu, wazng role
petnig cytokiny prozapalne tj. IL-6 i TNF-a.. Przeprowadzone badania wskazuja,
iz leczenie statynami, ktore majg udowodnione witasciwosci przeciwzapalne
i przeciwzakrzepowe znaczaco obnizajg markery stanu zapalnego, m. in.

stezenie CRP, IL-6 i TNF-a [115]. W schorzeniach przebiegajacych
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z zakrzepicg tetnic obwodowych, poziom HGF jest podwyzszony, jesli
wystepujg oboczne potgczenia naczyniowe, niz w przypadku ich braku [123].
Ponadto, u chorych po zabiegach wytworzenia potgczen omijajgcych lub
angioplastyce, stwierdzono zmniejszenie sredniego osoczowego stezenia HGF,
w poréwnaniu do stanu sprzed leczenia. Wydaje sie, iz HGF odgrywa znaczacq
role w procesie angiogenezy i rozwoju krgzenia obocznego u pacjentow
z zarostowg miazdzycg naczyn obwodowych. W zwigzku z tym ocena stezenia
HGF moze stanowi¢ cenne narzedzie w diagnostyce chordob naczyn
obwodowych. Stwierdzono, ze w przebiegu miazdzycy zarostowej dochodzi do
znacznego zmniejszenia stezenia HGF w zmienionych chorobowo odcinkach
naczyn krwionosnych w poréwnaniu z odcinkami wolnymi od zmian
patologicznych [71]. Rowniez osoczowe stezenie HGF u pacjentéw
Zz miazdzycq zarostowg jest wyraznie podwyzszone, w poréwnaniu z chorymi na
nadcisnienie tetnicze nie powiktane zmianami naczyniowymi [70].

Stwierdzono ujemng korelacje pomiedzy poziomem HGF w tkance
ptucnej, a rokowaniem i wystepowaniem nawrotdéw raka ptuca. Siegfried i wsp.
na podstawie badania 56 pacjentow z rakiem ptuca (z wyjatkiem raka
drobnokomodrkowego) stwierdzili, iz zawartos¢ HGF w tkance ptucnej jest
zwigzana z nawrotowym przebiegiem choroby i gorszym rokowaniem,
przy czym ryzyko wzgledne rosto wraz ze wzrostem poziomu HGF [107].
Rokowanie u chorych bez przerzutbw w weztach chtonnych, u ktérych
stwierdzono zwiekszong ekspresje HGF w tkance nowotworowej byto znacznie
gorsze, niz w przypadku pacjentow z przerzutami w weztach, ale z niskg
ekspresjg HGF w tkance guza. Rowniez sugerowano, ze zwiekszone stezenie
HGF u chorych na raka ptuca (z wyjatkiem raka drobnokomérkowego), moze
zwiastowa¢ bardziej agresywny charakter schorzenia. Wydaje sie zatem,
iz poziom HGF moze stanowi¢ cenny wskaznik rokowniczy w przypadku
wczesnych stadiéw klinicznych raka ptuca [107]. Na podstawie powyzszych
danych wykazano, iz zwiekszone osoczowe stezenie HGF wyraznie koreluje ze
stopniem zaawansowania i rokowaniem w réznych chorobach, w tym réwniez
w  hematologicznych  schorzeniach rozrostowych. Najprawdopodobniej
osoczowe stezenie HGF moze by¢ pomocne w okresleniu aktywnosci klinicznej
i rokowaniu u chorych na MM, co potwierdzono w badaniach wtasnych.

Borset i wsp. [12] badajac autokrynng stymulacje w MM opisali, iz HGF, ktory
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jest wydzielany przez patologiczne plazmocyty stymuluje receptor c-MET
obecny na komorkach szpiczakowych. Obok stymulacji autokrynnej,
Derksen i wsp. [22] podali, iz HGF produkowany jest rowniez w sposob

parakrynny przez komorki podscieliska szpiku kostnego (rycina 15).

szpik kostny

podscieliska

HGF

C-MET

plazmocyt

Rycina 15. Schemat autokrynnego i parakrynnego wytwarzania HGF przez

komorki podscieliska szpiku kostnego oraz patologiczne plazmocyty [22]

Nowotworowe plazmocyty obecne w szpiku kostnym wraz z ,siecig cytokin”,
oraz komdérkami podscieliska szpiku kostnego sg wspodlnie odpowiedzialne za
zmiany destrukcyjne i osteolityczne kosci [97]. TGF-B1 jest cytoking zwigzang
ze zwiekszeniem bgdz zmniejszeniem osteolizy kostnej [68]. Jednak w
badaniach wtasnych Srednie wartosci osoczowych stezen TGF-1 u chorych na
MM i w grupie kontrolnej byty zblizone do siebie, nie wykazano réznic istotnych
statystycznie. Natomiast wykazano obnizanie sie wartosci osoczowych stezen
TGF-B4 w zaleznosci od czasu prowadzonej terapii antyproliferacyjnej.

Wielu badaczy potwierdzito fakt wydzielania przez patologiczne plazmocyty
czynnikdw stymulujgcych angiogeneze [21]. Bellamy i wsp. [6] oceniali
ekspresje VEGF i jego receptorow w komoédrkach nowotwordw
hematologicznych. Niemalze wszystkie przebadane linie komodrkowe
produkowaty i wydzielaty VEGF (VEGF-A i VEGF-C), niektére z nich
syntetyzowaty réwniez receptory Flt-1 (VEGFR-1) i KDR (VEGFR-2), przy czym
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ekspresja FIt-1  byla znacznie czestsza. W badaniach wiasnych
zaobserwowano, iz Srednie osoczowe stezenia sVEGF R2 byty znamiennie
obnizone (p<0,001) u chorych na MM (7518 £ 2119 pg/ml) w poréwnaniu
do grupy kontrolnej (8725 £ 1281 pg/ml). Wydaje sie, iz w podscielisku szpiku
kostnego u chorych tworzenie nowych naczyn krwionosnych jest
najprawdopodobniej zwiekszone w poréwnaniu do grupy kontrolnej zdrowych
ochotnikow. Natomiast sVEGF-R2 gtownie zwigzany jest z komodrkami
Srodbfonka naczyniowego u o0sob zdrowych, co wydaje sie =zostato
potwierdzone  obserwacjami  uzyskanymi w  badaniach  wtasnych.
Interesujgce wyniki przyniosta analiza ekspresji VEGF i jego receptorow w
szpiku kostnym chorych na szpiczaka mnogiego. Ekspresje VEGF stwierdzono
na plazmocytach 78% badanych, co potwierdzono metodg hybrydyzaciji in situ.
Ekspresji receptorow Flt-1 i KDR nie obserwowano w nowotworowych
plazmocytach, ale ich ekspresja byla znacznie nasilona w komorkach
podscieliska szpiku kostnego [81, 37].

VEGF jest cytoking bardzo Scisle zwigzang z patogenezg szpiczaka
mnogiego. Jego funkcja nie ogranicza sie jedynie do dziatania
proangiogennego. Badania Podara i wsp. [81] wykazaly jednoznacznie,
iz VEGF dziata réwniez bezposrednio na komorki nowotworowe pobudzajgc ich
proliferacje i migracje. Oceniajgc migracje plazmocytéw stymulowanych VEGF
stwierdzono dwukrotne zwiekszenie zdolnosci migracji komérek chorych na
szpiczaka mnogiego i ponad stukrotne jej zwiekszenie w komérkach chorych na
biataczke plazmocytowg. Wyniki Podara i wsp. [81] sugerujg udziat VEGF w
progresji choroby ze stadium aktywnego szpiczaka do biataczki plazmocytowe;.
W trakcie powyzszych badan potwierdzono réwniez, iz komorki szpiczakowe
nie tylko produkujg i wydzielajg VEGF, ale réwniez posiadajg na swojej
powierzchni receptory dla tego czynnika. Przy wykorzystaniu technik biologii
molekularnej wykryto mRNA i czasteczke biatkowg receptora Flt-1 (VEGFR-1)
w komoérkach szpiczakowych oraz udowodniono, ze jest ona funkcjonalnie
aktywna. Dzieki temu dochodzi¢ moze do efektu autokrynnego - samostymulacji
nowotworowych plazmocytdw za posrednictwem VEGF/VEGFR-1. Podobny
efekt zaobserwowali Masood i wsp. [67] w swych badaniach analizujgc komorki

réznych nowotwordw.
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Badania Dankbara i wsp. [20] oraz Gupty i wsp. [37] zwigzane z rolg VEGF
w szpiczaku mnogim dostarczyly danych, iz jest on wydzielany przez
patologiczne plazmocyty i powoduje wzrost wytwarzania IL-6 przez komorki
podsScieliska szpiku. Natomiast IL-6 zwieksza produkcje i wydzielanie VEGF
przez komorki szpiczakowe, co zamyka petle sprzezenia zwrotnego tego
uktadu. Wiadomo réwniez, iz samo przyleganie nowotworowych plazmocytéw
do komorek podscieliska szpiku kostnego powoduje zwiekszenie wydzielania
IL-6 i VEGF przez te ostatnie {Gupta i wsp. [37], Uchiyama i wsp. [112],
Lockhorst i wsp. [64], Chauhan i wsp. [19]}. VEGF ma dziatanie nie tylko w
mechanizmie autokrynnym, ale réwniez i parakrynnym. Interakcje komorki

szpiczakowej i podscieliska szpiku przedstawiono schematycznie na rycinie 16.

szpik kostny

IL-6

VEGF

plazmocyt

VEGF

komorka
podscieliska

Rycina 16. Schemat wzajemnych interakcji pomiedzy patologicznym

plazmocytem a komérkg podscieliska szpiku kostnego

Ciekawe obserwacje poczynili Singhal i wsp. [103] oceniajgc
unaczynienie szpiku kostnego (wskaznik MVD) u chorych na MM w czasie
terapii talidomidem. Stwierdzili oni stopniowe jego zmniejszanie sie u osbb

dobrze reagujacych na leczenie, cho¢ rdznice nie osiggnety istotnosci
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statystycznej i wskaznik MVD korelowat w czasie leczenia z malejgcym
odsetkiem plazmocytbw w szpiku. Na podstawie tych obserwacji autorzy
przypuszczajg, ze pomimo regresji choroby, przetrwate komorki szpiczakowe,
mogg produkowac cytokiny proangiogenne podtrzymujace proces chorobowy.
Dowodzi to tez, ze efekt antyangiogenny nie moze by¢ jedynym mechanizmem
dziatania talidomidu.

Aktualnie w Klinice Hematologii Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie
do programu leczenia talidomidem wigczonych jest ponad 20 pacjentéw
i planowane sg badania majgce na celu okreslenie korelacji stezen wybranych
cytokin i ich rozpuszczalnych receptorow w osoczu oraz szpiku kostnym
w zaleznosci od czasu terapii. Badania takie miaty juz miejsce m. in.
w lubelskiej Klinice Hematoonkologii, gdzie od ponad czterech lat, pod
przewodnictwem Prof. Anny Dmoszynskiej sg prowadzone szeroko zakrojone
badania nad mechanizmem dziatania talidomidu. W osrodku lubelskim
potwierdzono, m.in., iz talidomid hamuje sekrecje cytokin prozapalnych
i proangiogennych, takich jak: IL-6, TNF a, VEGF, b-FGF, HGF [24, 25, 41]
u chorych na MM. Wykazano réwniez, iz lek ten ma wptyw immunomodulujgcy
na sekrecje cytokin wydzielanych przez limfocyty T (IL-13, IL-6, IL-2,
IFN y), zwieksza wytwarzanie IL-4, IL-5, IL-8 oraz hamuje wytwarzanie IL-12
i TNF o [24]. Aktualnie w Krakowie planowane sg badania kliniczne zwigzane z
wykorzystaniem najnowszych lekéw, takich jak: CC-5013 (Revimid - pochodna
talidomidu), PS-341 (Velcade - inhibitor proteasomu) oraz As,;0; (Trisenox -
trojtlenek  arsenu) w  terapii  chorych na szpiczaka  mnogiego.
Liczne, dotychczasowe doniesienia dotyczace wykorzystania powyzszych
specyfikdw w terapii chorych na szpiczaka mnogiego sg bardzo obiecujace.

Neben i wsp. zauwazyli, iz wysokie stezenie b-FGF w surowicy krwi
chorych z postepujacg postaciqg szpiczaka mnogiego jest czynnikiem
korzystnym prognostycznie odnosnie reakcji na leczenie talidomidem [72].
Fakt ten jest szczegodlnie interesujgcy, jako ze wysokie stezenie b-FGF
w surowicy krwi okazato sie by¢ réwnoczesnie czynnikiem niekorzystnym
prognostycznie odnosnie dtugosci przezycia. Podobne dane opublikowali tez
w swojej pracy Weber i wsp. [116]. Autorzy ci stwierdzili, iz chorzy z

dynamiczniej przebiegajagcym procesem angiogenezy skuteczniej odpowiadajg
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na leczenie talidomidem. Fakt lepszej reakcji na leczenie u chorych z
podwyzszonymi stezeniami czynnikdw angiogennych, a wiec z bardziej
nasilong angiogeneza, wskazuje, ze efekt antyangiogeneny jest
prawdopodobnie gtdbwnym mechanizmem dziatania tego leku.

Interesujgcych danych dostarczyty badania stezen cytokin proangiogennych
w innych chorobach hematologicznych. Aguayo i wsp. [1] zauwazyli, iz w
przewlektej biataczce szpikowej, pomimo nasilonej angiogenezy, jedynie
wzrosto stezenie VEGF w surowicy krwi. W przewlektej biataczce limfatycznej,
wzrostowi b-FGF nie towarzyszyta nasilona angiogeneza. Vacca i wsp. [121]
stwierdzili, ze blokowanie dziatania b-FGF specyficznymi przeciwciatami
powodowato znaczne, ale nie catkowite, zahamowanie angiogenezy. Podobny
efekt w przypadku VEGF opisali Bellamy i wsp. [6]. Wszystkie te fakty
wskazujg, iz cytokiny regulujgce proces angiogenezy odgrywajg rézne role
w poszczegolnych chorobach hematologicznych. Zapewne wynika to z bardzo
ztozonych i rozbudowanych wzajemnych zaleznosci pomiedzy cytokinami -
,SieC cytokinowa”, jak rdéwniez wzajemnego oddziatywania komorek
nowotworowych i podscieliska szpiku kostnego [19, 64, 112].

Omoéwione zagadnienia stanowig jedynie niewielki wycinek patogenezy
szpiczaka mnogiego. Najprawdopodobniej najblizsze lata przyniosg coraz
wieksze mozliwosci praktycznego wykorzystania oznaczania osoczowych
stezen cytokin, rozpuszczalnych receptorow cytokin oraz traktowania ich jako
kolejnego narzedzia laboratoryjnego w rekach lekarza, celem petniejszej
diagnostyki chorych na MM. Badania kliniczne prowadzone w wielu osrodkach
naukowych by¢é moze pozwolg przyspieszy¢ wprowadzenie tych testéw do
codziennej praktyki zwigzanej z opiekg nad chorymi na szpiczaka mnogiego.
Wobec bardzo szybkiego rozwoju hematologii ze szczegdélnym uwzglednieniem
auto i allo przeszczepiania szpiku kostnego, terapii genowej, uzycia przeciwciat
monoklonalnych oraz terapii antyangiogennej - te testy diagnostyczne moga

sta¢ sie szczegodlnie przydatne.
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6. Whioski

1.

Badania osoczowych stezen: HGF, b-FGF, IL-6 oraz jej rozpuszczalnego
receptora (sIL-6R) u chorych na szpiczaka mnogiego wykazaty znamiennie
podwyzszone wartosci w porownaniu do grupy kontrolnej. Ponadto
osoczowe stezenie rozpuszczalnego receptora dla naczyniowo-
srodbfonkowego czynnika wzrostu (sVEGF-R2) u pacjentow byto
znamiennie obnizone w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Powyzsze
obserwacje wydajg sie wskazywaé na istotng role badanych cytokin

prozapalnych i proangiogennych w biologii szpiczaka mnogiego.

. U chorych odpowiadajacych na terapie antyproliferacyjng dochodzito

do zmniejszenia nie tylko wyjsciowo wysokiego osoczowego stezenia
sIL-6R, ale réwniez TGF-B+, co moze stanowi¢ o ich warto$ci

prognostyczne,.

PodwyZzszony poziom osoczowego stezenia czynnika wzrostu hepatocytow
(powyzej 1048 pg/ml) mégtby by¢ uznany za niekorzystny czynnik
rokowniczy, albowiem u tych chorych stwierdzono wyraznie gorszag

odpowiedz na leczenie antyproliferacyjne.
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7. Streszczenie

Ogromny postep jaki dokonat sie w ostatnich latach w poznaniu
skomplikowanej biologii szpiczaka mnogiego, dotyczyt szeregu aspektow
patogenezy tego nowotworu. Rola cytokin prozapalnych, proangiogennych oraz
ich rozpuszczalnych receptoréw wydaje sie mieC istotne znaczenie w rozwoju
i progresji choroby. Wazne jest rowniez doktadne ustalenie mechanizméw
wewnagtrzkomorkowego przekazywania sygnatow, aktywacji onkogenow
i powigzan miedzy nimi.

Celem przeprowadzonych badan byta ocena osoczowych stezen cytokin:
IL-6, b-FGF, HGF, VEGF, TGF-B¢ i rozpuszczalnych receptoréw cytokin:
sIL-6R, sVEGF R2 u chorych na szpiczaka mnogiego. Poszukiwano zwigzku
pomiedzy osoczowymi stezeniami wybranych czynnikbw, a czasem terapii
antyproliferacyjnej. W pracy prébowano okreslic optymalny czynnik najlepiej
korelujacy z zaawansowaniem procesu chorobowego. Ponadto analizowano
wspotzaleznosci pomiedzy badanymi cytokinami i ich rozpuszczalnymi
receptorami.

Badaniami objeto 76 chorych na szpiczaka mnogiego. Wiek pacjentow
wahat sie od 22 do 77 lat (Srednio 60 lat £ 10). Do analizy wigczono: 29 oso6b
(38,2 %) de novo rozpoznanych, nieleczonych oraz 47 oséb (61,8 %) objetych
leczeniem antyproliferacyjnym w réznym okresie terapii, przed wtgczeniem do
badania.

Grupe kontrolng (35 o0s6b) stanowili zdrowi ochotnicy - gtéwnie
pracownicy Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie. Obie grupy: badana i
kontrolna nie roznity sie rozktadem ptci. Wsréd analizowanych pacjentéw byto
38 kobiet i 38 mezczyzn — wskaznik K/M=1. W grupie kontrolnej byto 19 kobiet
(54,3%) i 16 mezczyzn (45,7%) — wskaznik KIM=1,2.

Materiat do oznaczania cytokin i rozpuszczalnych receptoréow cytokin
stanowito osocze pacjentow. W badaniach zastosowano zestawy
do oznaczania wybranych parametréw osocza (Quantikine, R&D Systems, Inc.
Minneapolis)  wykorzystujagce  technike  immunoenzymatyczng  ELISA.
Do pomiaru absorbancji uzyto czytnika do mikroptytek Elx 800 firmy Bio - Tek

Instruments. Warto$¢ absorbancji odczytywano dla dtugoéci fali A=450 nm
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i przeliczano na jednostki stezenia badanego parametru w oparciu
o wielopunktowg krzywa kalibracyjng. Oznaczenia osoczowych stezen: IL-6,
VEGF, HGF, sVEGF R2, b-FGF wyrazano w pg/ml, zas sIL-6R i TGF-34
w ng/ml. Podczas analizy wynikéw wykorzystano elementy statystyki opisowej,
testy nieparametryczne oraz krzywe ROC. Za znamienne statystycznie
przyjmowano wyniki testowania, dla ktérych poziom istotnosci byt mniejszy lub
rowny 0,05.

W grupie chorych na szpiczaka mnogiego stwierdzono znamiennie
podwyzszone $rednie osoczowe stezenia HGF (p<0,001) oraz b-FGF (p<0,001)
w porownaniu do grupy kontrolnej. W grupie pacjentéw stwierdzono réwniez
istotnie podwyzszone srednie osoczowe stezenia IL-6 (p=0,006) oraz slIL-6R
(p=0,003) w porownaniu do grupy kontrolnej. U chorych na MM S$rednie
osoczowe stezenia sVEGF-R2/KDR byly znamiennie obnizone niz w grupie
kontrolnej (p<0,001). Analiza grupy chorych de novo rozpoznanych, nie
leczonych (grupa N) oraz leczonych w réznym okresie terapii (grupa S), przed
badaniem, wykazata istotnie wyzsze wartosci osoczowych stezen TGF-B1 w
grupie N w poréwnaniu do grupy S (p=0,025). Nie wykazano réznic istotnych
statystycznie w wartosciach osoczowych stezen dla pozostatych cytokin i ich
rozpuszczalnych receptorow w grupach N i S.

U chorych odpowiadajgcych na terapie antyproliferacyjng dochodzito do
zmniejszania nie tylko wyjsciowo wysokiego osoczowego stezenia slL-6R, ale
réwniez TGF-B4, co moze stanowi¢ o ich wartosci prognostyczne,;.

Wyniki analizy statystycznej metodg krzywych ROC wskazuja,
iz najbardziej optymalnym parametrem w ocenie progresji szpiczaka mnogiego
wydaje sie by¢ osoczowe stezenie czynnika wzrostu hepatocytéw. Badania
osoczowego stezenia HGF pozwolity na ocene odpowiedzi na zastosowane
leczenie z 94,4 % czutoscig i 73,9 % swoistoscig przy wartosciach powyzej
1048 pg/ml. Prawdopodobnie im wyzsze osoczowe stezenie HGF tym gorsze
rokowanie i wieksze zaawansowanie choroby. Krzywe ROC dla pozostatych
cytokin i ich rozpuszczalnych receptoréw wskazywaty na brak zdolnosci

diagnostycznej tych parametrow w ocenie progresji choroby.
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Ponadto zaobserwowano znamienng wspoéfzaleznos¢ pomiedzy
osoczowymi stezeniami: IL-6 i sIL-6R, HGF i sIL-6R oraz HGF i sVEGF R2
w grupie chorych de novo rozpoznanych. Wykazano rowniez istotng
wspotzaleznos$¢ pomiedzy osoczowymi stezeniami: HGF i IL-6, b-FGF i sIL-6R,
b-FGF i HGF oraz TGF-B4 i VEGF w grupie S.

Wyniki osoczowych stezen cytokin i ich rozpuszczalnych receptoréw
wydajg sie wskazywac na istotng role HGF w patogenezie szpiczaka mnogiego

i roli w progresji tego nowotworu.

67



8. Pismiennictwo

1. Aguayo A., Kantarjian H., Manshouri T., Gidel C., Estey E., Thomas D.,
Koller C., Estrov Z., O'Brien S., Keating M., Freireich E., Albitar M.
Angiogenesis in acute and chronic leukemias and myelodysplastic syndromes.
Blood, 2000, 96, 2240-2245.

2. Akira S., Hirano T., Taga T., Kishimoto T. Biology of multifunctional
cytokines: IL-6 and related molecules. FASEB J., 1990, 4, 2860 —2867.

3. Avet-Loiseau H., Facon T., Grosbois B., Mograugeas F., Rapp M.J.,
Harousseau J.L. Miuvielle S., Bataille R. Oncogensis of multiple myeloma:
14932 and 13q chromosomal abnormalities are not randomly ditributed but
correlate with natural history, immunological features and clinical presenation.
Blood, 2002, 99, 2185-2191.

4. Barlogie B., Jacobson J., Anaissie E., Fassas A., Lee C-K., Thertulien R.,
Tricot G., van Rhee F., Zangari M., Talamo G., McCoy J., Crowley J. Post-
transplant consolidation therapy towards improving long-term disease-free
survival: preleminary results of total therapy Il (TTIl). The Hematology Journal,
2003, 4,1, P11.3.2.

5. Bataille R., Jourdan M., Zhang X.G., Klein B. Serum levels of interleukin-6, a
potent myeloma cell growth factor, as a reflect of disease severity in plasma cell
dyscrasias. J. Clin. Invest., 1989, 84, 2008-2011.

6. Bellamy WT., Richter L., Frutiger Y., Grogan TM. Expression of vascular
endothelial growth factor and its receptors in hematopoietic malignancies.
Cancer Res., 1999, 59, 728-733.

7. Bergsagel P.L. Prognostic Factors in Multiple Myeloma: It's in the Genes,
Clin. Can. Res., 2003, 9, 533-534.

8. Bertolini F., Mingrone W., Alietti A., Ferrucci PF., Cocorocchio E., Peccatori
F., Cinieri S., Mancuso P., Corsini C., Burlini A., Zucca E., Martinelli G., Cineri
S. Thalidomide in multiple myeloma, myelodysplastic syndromes and
histiocytosis. Analysis of clinical results and of surrogate angiogenesis markers.
Ann. Oncol., 2001, 12, 987-990.

9. Bertolini F., Mancuso O.P., Gobbi A. The thin red line: angiogenesis in
normal and malignant hematopoiesis. Exp. Hematol. 1995, 23, 1-3.

10. Bikfalvi A., Klein S., Pintucci G., Rifkin DB. Biological Roles of Fibroblast
Growth Factor-2. Endocrine Rev., 1997, 18, 1, 26-42.

11. Borset M., Seidel C., Hjorth-Hansen H., Waage A., Sundan A. The role of

hepatocyte growth factor and its receptor c-met in multiple myeloma and other
blood malignancies. Leukemia and Lymphoma, 1999, 32 (3-4), 249-256.

68



12. Borset M., Lien E., Espevik T., Hesteh E., Waage A., Sundan A.
Concomiatnt expression of Hepatocyte Growth Factor/Scatter Factor and the
Receptor c-MET in Human Myeloma Cell Lines. The Journal of Biological
Chemistry, 1996, 271, 40, 24655-24661.

13. Byzova TV., Goldman CK., Pampori N., Thomas KA., Bett A., Shattil SJ.,
Plow EF. A mechanism for modulation of cellular responses to VEGF: activation
of the integrins. Mol. Cell. 2000, 6, 851-860.

14. Catlet-Falcone R., Landowski T.H., Oshiro M.M., Turskon J., Levitzki A.,
Savino R., Ciliberto G., Moscinski L., Fernandez-Luna J.L., Nunez G., Dalton
W.S., Jove R. Costitutive activation od Stat-3 signaling confers resistance to
apoptosis in U266 myeloma cell. Immunity 1999, 10, 105-115.

15. Blobe G.C., Schiemann W.P., Lodish H.F.: Role of tranforming growth factor
beta in human disease. N. Engl. J. Med. 2000, 342, 1350-1359.

16. Chauhan D., Kharbanda S., Ogata A., Urashima M., Teoh G., Robertson M.,
Kufe DW., Anderson KC. Interleukin-6 inhibits Fas-induced apoptosis and SAP
kinase activation in multiple myeloma cells. Blood, 1997, 89, 227-234.

17. Cheng D., Kini A.R., Rodriguez J. Microvascular density and cytotoxic T cell
activation correlate with response to thalidomide therapy in myeloma patients.

Abstracts of 41St ASH Meeting. Blood, 1999, [1408].

18. Chybicka A.: Interleukiny — funkcje biologiczne i zastosowanie kliniczne.
Acta Haemat. Pol., 1997, 28, 13-19.

19. Chauhan D., Uchiyama H., Akbarali Y., Urashima M., Yamamoto K.,
Libermann TA., Anderson KC. Multiple myeloma cell adhesion-induced
interleukin-6 expression in bone marrow stromal cells involves activation of NF-
kB. Blood, 1996, 87, 1104-1112.

20. Dankbar B., Padro T., Leo R., Feldmann B., Kropff M., Mesters R.M., Serve
H., Berdel W.E., Kienast J. Vascular endothelial growth factor and interleukin-6
in paracrine tumor — stromal cell interactions in multiple myeloma. Blood, 2000,
95, 2630-2636.

21. Dankbar B., Pedro T., Mesters R.M. VEGF is expressed by myeloma cells
and stimulates IL-6 secretion by microvascular endothelial and marrow stromal
cells. Blood, 1998, 92, 681a.

22. Derksen P.W.B., de Gorter D.J.J., Meijer H.P., Bende R.J., van Dijk M.,
Lokhorst H.M., Bloem A.C., Spaargaren M., Pals S.T. The hepatocyte growth
factor/Met patway controls proliferation and apoptosis in multiple myeloma.
Leukemia, 2003, 17, 764-774.

69



23. De Vos J., Jourdan M., Tarte K., Jasmin C., Klein B. JAK 2 tyrosine kinase
inhibitor tyrphostin AG490 downregulates the mitogen activated protein kinase
(MAPK) and signal trnsducer and activator of transcription (STAT) pathways
and induces apoptosis in myeloma cells. Br J Haematol, 2000, 109, 823-828.

24. Dmoszynska A. Immunomodulatory biologiczne w leczeniu szpiczaka
plazmocytowego, Polskie Archiwum Medycyny Wewnetrznej 2002, CVIII, 5, 11,
1091-1096.

25. Dmoszynska A. Talidomid — nowe mozliwosci leczenia szpiczaka
plazmocytowego, Acta Haematologica Polonica, 2000, 31, 1, 5-9.

26. Dmoszynska A. Lecznie rozrostowych choréob hematologicznych,
Wydawnictwo Folium, Lublin 2002, 1-167.

27. Durie B.G., Salmon S.E., A clinical staging sysyem for multiple myeloma.
Correlation of measured myeloma cell mass with presenting clinical features,
response to treatment and survival, Cancer, 1975, 36, 842-854.

28. Di Raimondo F, Azzaro MP, Palumbo G, Bagnato S, Giustolisi G, Floridia P,
Sortino G, Giustolisi R.Angiogenic factors in multiple myeloma: higher levels in
bone marrow than in peripheral blood. Haematologica, 2000, 85, 800-805.

29. Facon T., Avet-Loiseau H., Guillerm G., Moreau P., Genevieve F., Zandecki
M., Lai J.L., Leleu X., Jouet J.P. Bauters F., Harousseau J.L., Bataille R., Mary
J.Y. Chromosome13 abnormalities identified by FISH analysis and serum 3, —
microglobulin produce a powerful myeloma staging system for patients
receiving high-dose therapy. Blood, 2001, 97, 1566-1571.

30. Fattori E., Della Rocca C., Costa P., Giorgio M., Dente B., Pozzi L., Ciliberto
G. Development of progressive kidney damage and myeloma kidnay in
intereukin-6 treated trangenic mice. Blood 1994, 83, 2570-2579.

31. Folkman J. Angiogenesis-dependent diseases. Seminars in oncology, 2001,
28, 536- 542.

32. Folkman J. Tumor angiogenesis: therapeutic implication. N. Engl. J. Med.,
1971, 285, 1182-1186.

33. Folkman J. Anti-angiogensis: new concept for therapy of solid tumors. Ann.
Surg., 1972, 175, 409-416.

34. Funakoshi H., Nakamura T. Hepatocyte grwoth factor: from diagnosis to
clinical applications, Clinica Chimica Acta 2003, 327, 1-23.

35. Gerber HP, McMurtrey A, Kowalski J, Yan M, Keyt BA, Dixit V, Ferrara N.
Vascular endothelial growth factorregulates cell survival trough the
phospatidiylinositol 3'kinase/Akt signal transduction patway. Requirement for
FIk-1/KDR activation. J Biol Chem. 1998, 273, 30336 — 30343.

70



36. Greipp P.R., San Miguel J.F., Fonseca R., Avet-Loiseau, Jacobson J.L.,
Rasmussen, Crowley J.J., Durie B.G.M. Development of an International
Prognostic Index (IPI) for myeloma: report of the International Myeloma Working
Group. The Hematology Journal, 2003, 4, 1, P7.1.

37. Gupta D, Treon SP, Shima Y, Hideshima T, Podar K, Tai YT, Lin B,
Lentzsch S, Davies FE, Chauhan D, Schlossman RL, Richardson P, Ralph P,
Wu L, Payvandi F, Muller G, Stirling DI, Anderson KC. Adhesion of human
multiple myeloma cell lines to bone marrow stromal cells stimulates vascular
endothelial growth factor secretion: therapeutic application. Leukemia, 2001, 15,
1950-1961.

38. Hardin J, MacLeod S, Grigorieva |, Chang R, Barlogie B, Xiao H, Epstein J.
Interleukin-6 prevents dexamethasone-induced myeloma cell death. Blood,
1994, 84, 3063-3070

39. Hallek M., Bergsagel L., Anderson KC, Multiple myeloma: increasing
evidence for a multistep transformation process. Blood 1998, 91, 3-21.

40. Heinrich P.C., Behrman |., Muller-Neuwen G., Schaper F., Graeve L.
Interleukin-6 type cytokine signalling trough gp 130/JAK/SAT pathway. Biochem
J. 1998, 334, 297-314.

41. Hus M., Dmoszynska A. Talidomid - raz jeszcze. Nowe zastosowanie
kliniczne, Annales Universitatis Mariae Curie-Sktodowska Lublin — Polonia,
1999, LIV, 119-126.

42. lwasaki T., Hamano T., Ogata A., Hashimoto N., Kitano M., Kakishita E.:
Clinical significance od vascular endothelial growth factor and hepatocyte
growth factor in multiple myeloma Br J Haematol, 2002, 116, 4, 796-802.

43. Jedrychowski W., Penar A.: Statystyczna analiza wynikbw badan
naukowych w medycynie i biologii. Wydawnictwo Uniwersytetu Jagiellohskiego,
2000, 1-156.

44. Joeschke R., Cook D., Guyatt G.: Ocena artykutow na temat testow
dignostycznych, Cz. Il — metody okreslania przydatnosci testow. Medycyna
Praktyczna: Kurier Elektroniczny, 1999.

45. Jones S., Horiuchi S., Topley N. The soluble interleukin 6 receptor:
mechanisms of production and implications in disease. FASEB J., 2001, 15, 43-
58.

46. Janicki K. Hematologia, Warszawa, 2001, PZWL.

47. Junbo H, Li Q, Zaide W, Yunde H. Increased level of serum hepatocyte

growth factor/scatter factor in liver cancer is associated with tumor metastasis.
In Vivo 1999; 3, 177-80.

71



48. Jiang W, Hiscox S, Matsumoto K, Nakamura T. Hepatocyte growth
factor/scatter factor, its molecular, cellular and clinical implications in cancer.
Crit Rev Oncol Hematol 1999; 29, 209-248.

49. Jedrzejczak WW., Podolak-Dawidziak M. Cytokiny. Zastosowanie kliniczne.
Volumed, 1997, 1-246.

50. Jurczyszyn A., Wolska-Smolen T., Sobocinski M., Fedak D., Naskalski J.,
Skotnicki A.B. Serum concentrations of proangiogenic cytokines in patients with
multiple myeloma, Acta Haematologica Polonica, 2003, 34, 1, abstract 40.

51. Katoh O, Tauchi H, Kawaishi K, Kimura A, Satow Y. Expression of the
vascular endothelial growth factor (VEGF) receptor gene, KDR, in
hematopoietic cells and inhibitory effect of VEGF on apoptotic cell death caused
by ionizing radiation. Cancer Res., 1995, 55, 5687-5692.

52. Kawano M.M., Mihara K., Huang N., Tsujimoto T., KuramotoA.:
Differentiation of early plasma cells on bone marrow stroma cells, respectively.
Br. J. Haematol. 1997, 99, 131-138.

53. Kishimoto T. The biology of intereukin-6. Blood 1989, 74, 1-10.

54. Klein B, Zhang XG, Jourdan M, Content J, Houssiau F, Aarden L,
Piechaczyk M, Bataille R. Paracrine rather than autocrine regulation of
myeloma-cell growth and differentiation by interleukin-6. Blood, 1989, 73, 517-
524.

55. Kawano M, Hirano T, Matsuda T, Taga T, Horii Y, Iwato K, Asaoku H, Tang
B, Tanabe O, Tanaka H, et al. Autocrine generation and essential requirement
of BSF-2/IL-6 for human multiple myeloma. Nature, 1988, 332(6159), 83-85.

56. Klein B., Zhang X.G., Lu Z.Y., Bataille R. Interleukin-6 in Human Multiple
Myeloma. Blood, 1995, 85, 863-872.

57. Kortylewski M., Mackiewicz A.: Cytokiny i procesy przekazywania sygnatu:
grupa cytokin typu interleukiny-6 jako uktad modelowy. Post. Biol. Kom., 2000,
27, 213-227.

58. Kyle R.A. Benign monoclonal gammapathy- after 20 to 35 years of follow-
up. Mayo Clinic Proceedings, 1993, 68, 26-36.

59. Kyle R.A., Greipp P.R. Smouldering multiple myeloma. N. Eng. J. Med.,
1980; 302: 1347-1349.

60. Kyriakou D, Papadaki H, Eliopoulos AG, Foudoulakis A, Alexandrakis M,
Eliopoulos GD.Serum soluble IL-6 receptor concentrations correlate with stages
of multiple myeloma defined by serum beta 2-microglobulin and C-reactive
protein. Int. J. Hematol., 1997, 66, 367-371.

72



61. Kyrstsonis MC, Dedoussis G, Baxevanis C, Stamatelou M, Maniatis A.
Serum interleukin-6 (IL-6) and interleukin-4 (IL-4) in patients with multiple
myeloma (MM). Br. J. Haemat., 1996, 92, 420-422.

62. Laroche M, Brousset P, Ludot |, Mazieres B, Thiechart M, Attal M.
Increased vascularization in myeloma. Eur. J. Haemat., 2001, 66, 89-93.

63. Lichtenstein A., Tu Y., Fady C., Vescio R., Berenson J. Interleukin-6 inhibits
apoptosis of malignant plasma cells, Cell Immunology 1995, 162, 248-255.

64. Lokhorst HM, Lamme T, de Smet M, Klein S, de Weger RA, van Oers R,
Bloem AC. Primary tumor cells of myeloma patients induce interleukin-6
secretion in long-term bone marrow cultures. Blood. 1994, 84, 2269-2277.

65. Ludwig H., Nachbaur D.M., Fritz E., Krainer M., Huber H. Intereukin-6 is a
prognostic factor in multiple myeloma. Blood 1991, 77, 2794-2795.

66. Maeda J, Ueki N, Hada T, Higashino K. Elevated serum hepatocyte growth
factor/scatter factor levels in inflammatory lung disease. Am J Respir Crit Care
Med 1995, 152, 1587-1591.

67. Masood R, Cai J, Zheng T, Smith DL, Hinton DR, Gill PS. Vascular
endothelial growth factor (VEGF) is an autocrine growth factor for VEGF
receptor-positive human tumors. Blood, 2001, 98, 1904-1913.

68. Mundy G.R., Bonewald L.F. Ann. N. Y. Acad. Sci. 1990, 593, 91-97.

69. Millauner B., Wizigmann-Voos S., Schnurch H. High affinity VEGF binding
and developmental expression suggest FLK-1 as a major ragulator of
vasculogenesis and angiogenesis. Cell 1993, 72, 835-846.

70. Morishita R, Moriguchi A, Higaki J, Ogihara T. Hepatocyte growth factor
(HGF) as a potential index of severity of hypertension. Hypertens Res 1999, 22,
161-167.

71. Morishita R, Nakamura S, Hayashi S, et al. Therapeutic angiogenesis
induced by human recombinant hepatocyte growth factor in rabbit hind limb
ischemia model as cytokine supplement therapy. Hypertension 1999, 33, 1379-
1384.

72. Neben K., Moehler T., Egerer G., Kraemer A., Hillengass J., Benner A., Ho
AD., Goldschmidt H., High plasma basic fibroblast growth factor concentration
is associated with response to thalidomide in progressive multiple myeloma.
Clin. Cancer Res., 2001, 7, 2675-2681.

73. Nicod L.P.: Cytokines: overview. Thorax, 1993, 48, 660-667.

73



74. Nguyen M, Watanabe H, Budson AE, Richie JP, Hayes DF, Folkman J.
Elevated levels of an angiogenic peptide, basic fibroblast growth factor, in the
urine of patients with a wide spectrum of cancers. J Natl Cancer Inst 1994, 86,
356-361.

75. Neufeld G., Cohen T., Gengrinovitch S., Poltorak Z. Vascular endothelial
growth factor (VEGF) and its receptors. FASEB J., 1999, 13, 9-22.

76. Novick D, Engelmann H, Wallach D, Rubinstein M. Soluble cytokine
receptors are present in normal human urine. J. Exp. Med., 1989, 170, 1409-
1414.

77. Nayeri F, Nilsson |, Skude G, Brudin L, Soderstrom C. Hepatocyte growth
factor (HGF) in patients with pneumonia: a comparison between survivors and
non-survivors. Scand J Infect Dis 1998, 30, 405-409.

78. Ogata A. Chauhan D. Urashima M., Teoh G., Treon S.P., Urashima M.,
Schlossman R.L., Anderson K.C. II-6 triggers multiple myeloma cell growth via
Ras dependent mitogen-activated protein kinase cascade. J Immunol 1997,
159, 2212-2221.

79. Palmblad J. Angiogenesis in hematological malignancies with focus on
multiple myeloma. Haema 2001, 4(2), 89-98.

80. Plowright EE, Li Z, Bergsagel PL, Chesi M, Barber DL, Branch DR, Hawley
RG, Stewart AK.Ectopic expression of fibroblst growth factor receptor 3
promotes myeloma cell proliferation and prevents apoptosis. Blood, 2000; 95,
992-998.

81. Podar K, Tai YT, Davies FE, Lentzsch S, Sattler M, Hideshima T, Lin BK,
Gupta D, Shima Y, Chauhan D, Mitsiades C, Raje N, Richardson P, Anderson
KC. Vascular endothelial growth factor triggers signaling cascades mediating
multiple myeloma cell growth and migration. Blood, 2001, 98, 428-435.

82. Pulkki K, Pelliniemi TT, Rajamaki A, Tienhaara A, Laakso M, Lahtinen R.
Soluble interleukin-6 receptor as a prognostic factor in multiple myeloma.
Finnish Leukaemia Group. Br. J. Haematol., 1996, 92, 370-374.

83. Ptak W., Ptak M.: Podstawy immunologii. Wydawnictwo Uniwersytetu
Jagiellonskiego, 1999, 1-311.

84. Pons E., Uphoff C.C., Drexler H.G. Expression of hepatocyte grwoth factor
and its receptor c-met in human leukemia-lymphoma cell lines. Leuk Res 1998,
22, 797-804.

85. Rawstron AC, Fenton JA, Ashcroft J, English A, Jones RA, Richards SJ,
Pratt G, Owen R, Davies FE, Child JA, Jack AS, Morgan G. The interleukin-6
receptor alpha-chain (CD126) is expressed by neoplastic but not normal plasma
cells. Blood, 2000, 96, 3880-3886.

74



86. Ribatti D, Vacca A, Nico B, Quondamatteo F, Ria R, Minischetti M, Marzullo
A, Herken R, Roncali L, Dammacco F. Bone marrow angiogenesis and mast
cell density increase simultaneously with progression of human multiple
myeloma. Br. J. Cancer, 1999, 79, 451-455.

87. Raya J.M., Brito M.L., Gonzalez-Brito G. Plasma cells of patient with
,Ssmouldering” myeloma show intermediate phenotypic features between MGUS
and multiple myeloma. . The Hematology Journal, 2000, 1, 1, 165 — 70.

88. Robak T. Hematologia kliniczna w zarysie, 1998, AM w todzi.

89. Robak T.: Biologia i farmakologia cytokin. Wydawnictwo Naukowe PWN,
1995, 1-295.

90. Reibnegger G, Krainer M, Herold M, Ludwig H, Wachter H, Huber H.
Predictive value of interleukin-6 and neopterin in patients with multiple
myeloma. Cancer Res., 1991, 51, 6250-6253.

91. Roletto F, Galvani AP, Cristiani C, Valsasina B, Landonio A, Bertolero F.
Basic fibroblast growth factor stimulates hepatocyte growth factor/scatter factor
secration by human endothelial cells. J Cell Physil 1996, 166, 105-111.

92. Rajkumar SV, Fonseca R, Witzig TE, Gertz MA, Greipp PR. Bone marrow
angiogenesis in patients achieving complete response after stem cell
transplantation for multiple myeloma. Leukemia, 1999, 13, 469-472.

93. Rose-John S., Heinrich P.C. Soluble receptors for cytokines and growth
factors: their generation and biological function. Biochem. J., 1994, 300, 281-
290.

94. Ryoo J.J., Cole C.E., Anderson K.C. Novel therapies for multiple myeloma,
Blood Reviews, 2002, 16, 167-174.

95. Riedel D.A., Pottern L.M., Blattner W.A. Epidemiology of multiple myeloma.
[W:] Wiernik P.H., Cancellos G.P., Kyle R.A., Schiffer C.A. (red.). Neoplastic

Diseases of the Blood, 2nd edn. Wyd. Churchill Livingstone, New York, 1991,
347-372

96. Ohtani K, Ninomiya H, Hasegawa Y, Kobayashi T, Kojima H, Nagasawa T,
Abe T. Clinical significance of elevated soluble interleukin-6 receptor levels in
the sera of patients with plasma cell dyscrasias. Br. J. Haematol., 1995, 91,
116-120.

97. Skotnicki A.B., Wolska-Smolen T., Jurczyszyn A. Szpiczak mnogi — nowe
perspektywy terapeutyczne, Przeglad Lekarski, 1999, 56, 67-72.

98. Skotnicki A.B., Jurczyszyn A., Wolska-Smolen T. Szpiczak mnogi — rola

wysokodozowanej chemioterapii, Advances in Clinical and Experimental
Medicine, 1999, 8, 3, 189-196.

75



99. Seidel C., Borset M., Turesson |., Abildgaard N., Sundan A. , Wagge A.
Elevated serum concentrations of Hepatocyte Growth Factor on patients with
multiple myeloma, Blood, 1998, 91, 3, 806-812.

100. Sezer O. , Jacob C., Eucker J. , Niemoller K., Gatz F. , Wernecke K-D.,
Possinger K.: Serum levels of the angiogenic cytokines basic fibroblast growth
factor (bFGF), vascular endothelial growth factor (VEGF) and hepatocyte
growth factor (HGF) i multiple myeloma. Eur J Haematol. 2001, 66, 83-88.

101. Shiota G, Okano J, Umeki K, Kawasaki H, Kawamoto T, Nakamura T.
Serum hepatocyte growth factor in acute hepatic failure in comparison with
acute hepatitis. Res Commun Mol Pathol Pharmacol 1994, 85, 157-162.

102. Shiota G, Okano J, Kawasaki H, Kawamoto T, Nakamura T. Serum
hepatocyte growth factor levels in liver diseases: clinical implications.
Hepatology 1995, 21, 106-112.

103. Singhal S., Mehta J., Desikan R., Ayers D., Roberson P., Eddlemon P.,
Munshi N., Anaissie E., Wilson C., Dhodapkar M., Zeddis J., Barlogie B.
Antitumor activity of thalidomide in refractory multiple myeloma. N. Eng. J.
Med., 1999, 341, 1565-1571.

104. Sezer O., Niemdller K., Kaufmann O. Prognostic relevance of bone
marrow microvessel density in multiple myeloma. Book of Abstracts, VIlith
International Myeloma Workshop, Banff, Canada; 2001, 156, abstract 80.

105. Sezer O., Niemdller K., Kaufmann O. Treatment-related changes in bone
marrow microvessel density in multiple myeloma. Book of Abstracts, VIII th
International Myeloma Workshop, Banff, Canada; 2001, 157, abstract 81.

106. Sjak-Shie N. The role of angiogenesis and VEGF in multiple myeloma.
Abstract Book from Mayo Clinic Symposium ,Innovate Research In Multiple
Myeloma”. Amelia Island, USA, 2001, 210-216.

107. Siegfried JM, Weissfeld LA, Luketich JD, Weyant RJ, Gubish CT,
Landreneau RJ. The clinical significance of hepatocyte growth factor for non-
small cell lung cancer. Ann Thorac Surg 1998, 66, 1915-1918.

108. Salven P., Teerenhovi L., Joensuu H. A High Pretreatment Serum Basic
Fibroblast Growth factor Concentration Is an Independent Predictor of Poor
Prognosis in Non-Hodgkin’s Lymphoma. Blood, 1999, 94:,3334-33309.

109. Tilg H, Trehu E, Atkins MB, Dinarello CA, Mier JW. Interleukin-6 (IL-6) as
an anti-inflammatory cytokine: induction of circulating IL-1 receptor antagonist
and soluble tumor necrosis factor receptor p55. Blood, 1994, 83, 113-118.

110. Thomas X. Anglaret B., Magaud J.P., Epstein J., Archimbaud E.
Interdependence between cytokines and cell adhesion moloecules to induce

interleukin-6 production by stromal cells in myeloma. Leukemia & Lymphoma
1998, 32, 107-119.

76



111. Urashima M., Ogata A., Chauhan D., Vidriales M.B., Teoh G., Hoshi Y.,
Schlossman R.L., DeCaprio J.A., AndersonK.C. Interleukin-6 promotes multiple
myeloma cell growth via phosphorylation of retinoblastoma protein. Blood 1996,
88, 2219-2227.

112. Uchiyama H, Barut BA, Mohrbacher AF, Chauhan D, Anderson KC.
Adhesion of human myeloma-derived cell lines to bone marrow stromal cells
stimulates interleukin-6 secretion. Blood. 1993, 82, 3712- 3720.

113. Usnarska-Zubkiewicz L. Stezenie interleukiny-6 (IL-6), rozpuszczalnego
receptora dla interleukiny-6 (sIL-6R) i czynnika martwicy nowotwordéw alfa
(TNF-alfa) w szpiczaku mnogim nie leczonym i w progresji. Polskie Archiwum
Medycyny Wewnetrznej 1998, 99, 30-37.

114. Urashima M., Chauhan D., Uchiyama H., Freeman G.J. Anderson K.C.
CD40 ligand trggered intereukin-6 secretion in multiple myeloma. Blood 1995,
85, 1903-1912.

115. Undas A., Brozek J., Musiat J. Anti-inflammatory and antithrombotic effects
of statins in the management of coronary artery disease. Clin Lab 2002, 48(5-
6), 287-296.

116. Weber D.M., Rankin K., Gavino M. Angiogenesis factors and sensitivity to

thalidomide in previously untreated multiple myeloma. Abstracts of 42nd ASH
Meeting. Blood, 2000, 96 (1): 719a.

117. Wierzbowska A., Wrzesien-Kus A., Robak T. Angiogeneza i jej znaczenie
w biologii ostrej biataczki szpikowej. Acta Haematologica Polonica, 2002, 33, 1,
5-17.

118. Woodruff R.K., Malpas J.S., Paxton A.M., Lister T.A. Plasma cell leukemia
(PCL): a report on 15 patients. Blood 1978, 52, 839-845.

119. Wierzbowska A., Robak T. Cytokiny w szpiczaku mnogim. Polskie
Archiwum Medycyny Wewnetrznej 1998, 99, 245-253.

120. Witzig T. FGF and FGFR3 in Multiple Myeloma Angiogenesis. Abstract
Book from Mayo Clinic Symposium ,Innovate Research In Multiple Myeloma”.
Amelia Island, USA, 2001: 35.

121. Vacca A, Ribatti D, Presta M, Minischetti M, lurlaro M, Ria R, Albini A,
Bussolino F, Dammacco F. Bone marrow neovascularization, plasma cell
angiogenic potential, and matrix metalloproteinase-2 secretion parallel
progression of human multiple myeloma. Blood, 1999, 93, 3064-3073

122. Vacca A, Ribatti D, Roncali L, Ranieri G, Serio G, Silvestris F, Dammacco

F. Bone marrow angiogenesis and progression in multiple myeloma. Br. J.
Haematol., 1994, 87, 503-508.

77



123. Yoshitomi Y, Kojima S, Umemoto T, et al. Serum hepatocyte growth factor
in patients with peripheral arterial occlusive disease. J Clin Endocrinol Metab
1999, 84, 2425-8.

124. Yabkowitz R, Meyer S, Black T, Elliott G, Merewether LA, Yamane HK.
Inflammatory Cytokines and Vascular Endothelial Growth Factor Stimulate the
Relase of Soluble Tie Receptor From Human Endothelial Cells Via
Metalloprotease Activation. Blood 1999, 93, 1969-1979.

125. Vincenti V., Cassano C., Rocchi M., Assignment of the vascular
endothelial growth factor gene to human chromosome 6p21.3. Circulation 1996,
93, 1493-1495.

126. Uchiyama H., Barut B.A., Mohrbacher A.F., Chauhan D., Anderson K.C.
Adhesion of human myelomaderived cell lines to bone marrow stromal cells
stimulates interleukin-6 secretion. Blood 1993, 82, 3712-3719.

127. Yasukawa K, Saito T, Fukunaga T, Sekimori Y, Koishihara Y, Fukui H,
Ohsugi Y, Matsuda T, Yawata H, Hirano TPurification and characterization of
soluble human IL-6 receptor expressed in CHO cells. J. Biol. Chem., 1990, 108,
673-676.

128. Yamagami H, Moriyama M, Tanaka N, Arakawa Y. Detection of serum and
intrahepatic human hepatocyte growth factor in patients with type C liver
diseases. Intervirology 2001, 44, 36-42.

129. Zhu Y, Hojo Y, Ikeda U, Shimada K. Production of hepatocyte growth
factor during acute myocardial infarction. Heart 2000, 83, 450-455.

130. Zhang X.G., Klein B., Bataille R. Intereulin-6 is a potent myeloma-cell
grwoth factor in patients with aggressive multiple myeloma, Blood 1989, 74, 11-
13.

131. Xia X, Lee HK, Clark SC, Choi YS. Recombinant interleukin (IL)2- induced
human B cell differentiation is mediated by autocrine IL6. Eur. J. Immunol.,
1989, 19, 2275-81.

132. Zhu A.Z., Fleischer M., Bush A. Elevated serum concentrations of

fibroblast growth factor (FGF) in patients with multiple myeloma (MM). Proc.
Annu. Meet. Am. Soc. Clin. Oncol., 1999, 18A, 155-161.

78



